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- Introduction -

Le blé est I'une des trois céréales les plus adivdans le monde, avec le riz et le
mais. Sa production mondiale annuelle atteint 600oms de tonnes (FAO, 2006), soit pres
de 38% de la production totale de céréales. Lestéite autant d’intérét pour deux raisons
principales. Tout d’abord, comme toutes les césgdle blé est riche en amidon et en
protéines, ce qui en fait I'une des principalessoesces alimentaires de I'homme. Mais
surtout, le blé se distingue des autres céréalels gapacité unique de sa farine a former une
pate visco-élastique dont les propriétés rhéolaggemarquables permettent la fabrication
d’aliments aussi diversifies que les pains, patameataires ou biscuits. Cette aptitude
unique, faisant du blé la seule céréale panifiaglgide dans la spécificité de ses protéines de
réserve, gluténine et gliadine, qui ont la capadiés’associer entre elles pour former un

réseau protéique visco-élastique appelé “gluten”.

On sait aujourd’hui que le réseau de gluten seldppe au cours du pétrissage de
mélanges farine-eau. Il se manifeste par I'apparitie propriétés visco-élastiques, le réseau
tridimensionnel de gluten englobant alors I'ealegtgrains d'amidon de la farine. Comment
les protéines de réserve du blé, qui représentgmeiie 10% de la farine, peuvent-elles
s'associer pour former un tel réseau capable dpostey la charge de I'eau et de I'amidon ?
Quel est le réle des constituants de la farineeet'@hu apportée ? Quelle est I'action du
pétrin ? Est-il possible de maitriser la vitessdeetlegré de développement du réseau de
gluten au cours du pétrissage, et comment ? Il aetellement difficile de répondre
précisément a l'une de ces questions car les nsnasiqui sous-tendent a I'agglomération
des protéines du gluten ne sont toujours pas coriPmgrtant, comprendre I'opération de
pétrissage et I'agglomération du gluten d’'un pod® vue meécanistique permettrait de
malitriser cette opération unitaire, fondamentaler goutes les industries céréalieres comme
la boulangerie, la biscuiterie, les industries ipass ou I'amidonnerie. Dans toutes ces
industries, le degré de développement du résegluten conditionne la qualité des produits
finis. Par conséquent, connaitre les mécanismetignéis dans I'agglomération du gluten
permettrait de maitriser la formation ou non deéseau, et ainsi de contréler la qualité des

produits finis des le début du procédé.

Dans le cas de I'industrie amidonniere, I'agglortiéradu gluten est un sujet d’étude
tout aussi critique puisqu’elle est recherchéetedatustrie fractionne le blé pour en extraire
'amidon bien s0r, or blanc pour cette industrieaisnaussi le gluten, qu’elle valorise

essentiellement en boulangerie, en tant qu’agenemfercement des farines. Or, I'extraction
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du gluten nécessite que les protéines soient aaffisent agglomérées pour les séparer des
grains d’amidon. C’est pourquoi tous les procédéstrhction du gluten débutent par une
étape de pétrissage. Toutefois, on peut releves talittérature une multitude de procedeés
d’extraction, trés différents les uns des autmedustriellement, la situation est la méme, pour
autant que l'on puisse le savoir, compte-tenu deulture du secret qui prévaut dans ce
secteur. Cet état de fait montre que des progasddogiques peuvent encore étre réalisés
pour optimiser et standardiser I'extraction du gfuét de I'amidon a partir du blé. Or, on peut
penser qu'une meilleure connaissance des mécanistiagglomération du gluten se
produisant au cours du pétrissage le permettras tcertainement. Une meilleure
standardisation permettrait aussi de diminuer t&gscde production, dans le but de réduire
les consommations d’eau et d’énergie par exemmel £toute son importance quand on sait
aujourd’hui que le colt de production de I'amidenbde est supérieur a celui du mais, mais
que la valorisation du gluten permet de compensesurenchérissement. C'est dans ce
contexte industriel trés compétitif que l'actividdé du groupe britannique Tate & Lyle,
récemment reprise par la société francaise Syamihate approfondir ses connaissances
scientifiques sur les propriétés d’agglomératios geotéines du gluten. Ceci dans le but
d’améliorer son procédé d’extraction et de standardses rendements, sans toutefois altérer

la qualité du gluten obtenu.

Ce travail de thése, effectué dans le cadre d'eneention Cifre en partenariat avec
la société Tate & Lyle et I'unité mixte de rechaxchngénierie des Agro-polyméres et des
Technologies Emergentes” (UMR IATE, 1208), a pobjeotif d’'identifier les mécanismes et
les lois qui président a I'agglomération des praéidu gluten au cours de l'opération de
pétrissage. Cette étude doit permettre de mieuxtrisei le degré et la vitesse de
développement du réseau de gluten et d’en prédimmedéveloppement optimal en fonction
des conditions de pétrissage. Pour cela, I'étudst gortée parallelement sur deux systemes:
la pate, pour suivre les modifications protéiqutde gluten extrait de cette méme pate, pour
mesurer le degré d’agglomération du gluten et sditqu

Dans un premier temps, I'étude s’est focaliséd’'stiet de la vitesse de pétrissage et
de I'hydratation d’empatage sur le temps de déysoent optimal du réseau de gluten, afin
de prédire l'apparition de cet état de développem€ette étude paramétriqgue a été
complétée par la calibration du pétrin utilisé, slde but d’accéder aux vitesses de
cisaillement mises en oeuvre dans le pétrin etvéstasité de la pate. Ceci de fagcon a pouvoir

envisager a terme le transfert des connaissangessas sur un pilote de laboratoire vers des
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mélangeurs industriels. Dans un second temps,dééslest focalisée sur l'influence des
conditions de pétrissage sur la qualité biochimiagerhéologique du gluten extrait a
'optimum de développement de la pate. Enfin, B&tua été élargie par le suivi des
modifications protéiques se produisant tout au ldogpétrissage, aussi bien dans la pate
(coloration des protéines, distribution de tailles dorotéines) que dans le gluten extrait au
cours du pétrissage. Par ailleurs, toute I'étuddéaréalisée a partir de trois variétés de blé

pures: Orvantis, Caphorn et Isengrain.

Les principaux résultats acquis au cours de laetlsest présentés sous la forme de
cing publications rédigées en langue anglaisewat dhapitre rédigé en francais. La rédaction
des résultats sous forme de publications a powctbpe valoriser des a présent les travaux
de recherche a l'international. Toutefois, par salgcclarté, le restant du manuscrit de thése

est rédigé en francais. Ce manuscrit a été steietucing chapitres:

- Le chapitre 1 consiste en unsynthese bibliographiquedont I'objectif est de rappeler
les bases biochimiques de la farine de blé et dieigl Ce chapitre présente également
les différents procédés d’extraction du gluten’ieidortance du pétrissage dans cette

industrie particuliere.

- Le chapitre 2 est consacré adtude parameétrique du développement du gluten. Pour
cela, la publication n°1 présente une équationtiatise permettant de prédire le temps
de pétrissage nécessaire au développement optimrésdau de gluten en fonction de la
vitesse de pétrissage et de I'hydratation de l@.péh publication n°2 propose une
méthode permettant de calibrer le pétrin utilisé’ekprimer ainsi la consistance de la
pate en viscosité (Pa.s) et la vitesse de pétassagiitesse de cisaillement'(sCette

étude vise a permettre un meilleur transfert desltas obtenus dans la publication n°1.

- Le chapitre 3 est consacré adktraction du gluten a lI'optimum de pétrissage La
publication n°3 présente l'influence des conditiaies pétrissage sur la composition
biochimique des glutens extraits a I'optimum deripsage. Elle permet de souligner
I'importance de I'historique du pétrissage qui eféegrandement la qualité biochimique
du gluten. La qualité rhéologique des différentgagis extraits dans la publication n° 3

est, quant a elle, étudiée dans la publication n°Cglle-ci s’intéresse plus
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particulierement a la relation qui lie I'élastici#és glutens obtenus en fonction de leur
teneur en polymeres de gluténine insolubles dag8®® (Dodécyl Sulfate de Sodium).

- Le chapitre 4 est consacré cette fois-ci aedtraction du gluten en sous- et sur-
pétrissage La publication n°5 présente les modificationst@igques se produisant tout
au long du pétrissage. De plus, la qualité biochiraidu gluten extrait au cours du
pétrissage est présentée afin de suivre les pred®@gglomeération du gluten.
L’agglomération des protéines se produisant auscdurpétrissage est également suivie
a une échelle plus macroscopique dans la secomtie rgaligée en francais. Dans celle-
ci, les protéines de la pate ont été colorées fpéement afin de suivre leur
morphologie et leur nombre tout au long du pétgesaet cela pour différentes

conditions de pétrissage.
- Le chapitre 5 est unediscussion généralequi synthétise I'ensemble des travaux et

devrait permettre d’avoir une meilleure connaissatbes mécanismes d’agglomération

du gluten se produisant au cours de I'opératiopédgssage.
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I. Le grain de blé

Le blé est une monocotylédone qui appartient awegerticum de la famille dessraminae

C’est une céréale dont le grain est un fruit sguebpcaryopse constitué d’'une graine et de

téguments. La structure d’'un grain de blé matutepessentée en Fig. 1.1. De la surface

externe vers le centre du grain, on distingue (BQR000; Surget et Barron, 2005):

les enveloppes du fruit et de la graine (13-17&bgdain): formées du péricarpe
externe, du péricarpe interne, du testa et ded&pe du nucelle ou bande hyaline,
ces enveloppes sont riches en fibres, en vitamiesn minéraux (Izydorczyk et

Biliaderis, 1995);

I'albumen (80-85% du grain): il est constitué lddbumen amylacé, qui contient des
cellules tres compactes remplies de grains d’amutlspersés au sein d’'une matrice
protéigue, et de la couche a aleurone, riche etgipes, lipides, micro-nutriments et
dont les parois sont constituées majoritairemesathinoxylanes (Posner, 2000);

le germe (2-3% du grain): composé de I'axe enfomgire, comprenant la gemmule, et
du scutellum, correspondant au cotylédon embryoendi est le siege de l'activité

biologique du grain et contient de trés nombrewses/mes et des lipides (Swift et
O’Brien, 1972).
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Fig. 1.1 Schéma du grain de blé (Surget et Barron, 2005).

L’amidon et les protéines sont essentiellementgmigsdans les cellules de I'albumen,

a hauteur de 100% et 89%, respectivement (Fe2(£0). On trouve également des protéines

dans les cellules du germe (7%) et du péricarpe),(Af4is il ne s’'agit pas de protéines du

gluten (Feillet, 2000). On comprend mieux pourdiapération de mouture du grain de blé a
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pour but d’isoler I'albumen amylacé des autres titwats du grain. La farine ou la semoule
qui en résulte se trouve ainsi trés enrichie endamiet en protéines du gluten, les deux

constituants d’'intérét majeur pour toutes les itiless céréalieres.

Les deux espéces de blé les plus cultivées damehele sont le blé tendré&r{ticum
aestivun et le blé dur Triticum durum) mais il existe de nombreuses autres espéeces de
Triticum. Ces deux espéces se difféerencient technologiquiepae la friabilité de I'albumen,
qui est beaucoup plus importante pour le blé teqdeepour le blé dur. Cette caractéristique
permet la transformation du blé tendre en farinesstituées de fines particules (inférieures a
200 um), tandis que le blé dur est plus apte a étrestoamé en semoules, constituées de
particules plus grossieres (inférieures a A@9. Le blé tendre est utilisé en boulangerie, en
biscuiterie et en amidonnerie, tandis que le blé ahi utilisé pour la fabrication de pates
alimentaires, de semoules ou de couscous. Cha®inesdespéeces compte plusieurs variétés
dont les caractéristiques agronomiques et techitpleg sont trés diverses. Cette diversité
s’amplifie également par le fait que le blé esticaldans le monde entier, sur différents sols

et sous différents climats.

Au cours de cette étude, nous nous intéresseragsament au blé tendre, qui est
classé suivant son indice de dureté (hard, mediard-bu soft) dans les pays anglo-saxons.
Ce classement, qui s'effectue sur la base d'urereriphysique et qui sert surtout aux
meuniers, n'est pas utilisé pour déterminer la waleommerciale d’'un blé en France. En
effet, celle-ci se calcule par rapport a I'utilisat pour laquelle le blé est destiné, par rapport a
sa teneur en protéines et par rapport a la demarwheliale. En France, le blé tendre est
classé exclusivement suivant sa valeur boulangéma s’explique par le fait que la
boulangerie représente le premier débouché ddidaefiavec 58% des ventes, contre 34%
pour l'alimentation animale et 8% pour les autresmges dont I'amidonnerie. De facon
générale, on distingue le blé panifiable supér{BRS), le blé panifiable courant (BP), le blé
améliorant de force (BAF), le blé biscuitier (BR)le blé pour autre usage (BAU). Seul le
“blé amidonnier” n’'est toujours pas défini aujourdi car il n’existe aucun classement
officiel pour évaluer la qualité d’'un blé en amidenie. Toutefois, la qualité premiére d’'un

blé réside avant tout dans sa composition biochimigrésentée ci-apres.
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Il. Les constituants de la farine de blé

La farine de blé provient essentiellement du breydg I'albumen amylacé et se
présente sous la forme d’une poudre constituéeeddihes particules (inférieures a 200).
Elle se compose d’amidon (70-80% ms), de proté{Bes8% ms), de polysaccharides non
amylacés (2-3% ms), de lipides (1.5-2.5% ms) etndgieéres minérales (0.4-0.8% ms)
(MacRitchie, 1984; Meuser et Suckow, 1986).

I1.1. L'amidon

L’amidon est le constituant majoritaire de la fari(Feillet, 2000). C’est aussi le
premier élément d'intérét de la farine de blé castcun glucide complexe qui constitue une
source énergétique importante pour 'homme. Darfarlae, il se présente sous la forme de
grains durs non déformables. On distingue (Eve®3.11Karlsson et al., 1983; Soulaka et
Morrison, 1985) (Fig. 1.2):

- les grains de type A, les plus gros (20g29) et lenticulaires

- les grains de type B, plus petits (241) et sphériques

Les grains de type A représentent plus de 90% &is @ moins de 20% en nombre
de la totalité des grains d’amidon (D’Appoloniazlies, 1971).

Fig. 1.2 Grains d'amidon de blé observés en microscogetrénique a balayage (Roman-Gutierrez
et al., 2003a).

Ces grains d’amidon sont des entités semi-crisegliformées de deux fractions
polysaccharides: I'amylose et I'amylopectine (Mdtloat Gilles, 1965), en proportions
respectives de 25-30% et de 70-75% (Colonna etoBulE92).
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L’amylose est formée de longues chaines linéaieemonomeéres de D-glucopyranose
reliees par des liaisons glycosidiques agii-4) (Fig. 1.3a) et son poids moléculaire est
compris entre 100 et 1 000 kDa (Hoseney, 1994)milapectine est une molécule ramifiée
de poids moléculaire plus élevé (10 000 a 100 &) kconstituée de chaines principales de
monomeres de D-glucopyranose reliées par des tisisglycosidiques eru(1-4), sur
lesquelles des chaines latérales identiques viénserbrancher par des liaison$l-6)
(Colonna et Buléon, 1992) (Fig. 1.3b).
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Fig. 1.3 Structure de (a) 'amylose et de (b) 'amylopectine

Les grains d’amidon peuvent étre cassés ou endoésnkgs de I'opération de
mouture, par les forces de compression et de leisaht qui s’exercent sur les cellules de
I'albumen. On distingue alors I'amidon natif, intaet I'amidon endommagé. Les grains
d’amidon natif sont insolubles dans I'eau a temjpeaambiante et forment une suspension
de grains qui décantent dans I'eau car la densitéathidon est voisine de 1.50 (Roman-
Gutierrez et al., 2003b). Les grains d’amidon absot de I'eau, de I'ordre de 0.4-0.5 g d’'eau
/ g de matiére séche (Greer et Stewart, 1959; Bqsh866; French, 1984). L’amidon
endommagé, quant a lui, absorbe trois a quatrepfasd’eau que I'amidon natif, de I'ordre
de 1.5-2.0 g d’eau / g de matiere seche (Greetegte®t, 1959; Bushuk, 1966). La proportion
d’amidon natif et d’'amidon endommagé influence diancapacité d’absorption d’eau d’'une

farine.
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[I.2. Les protéines

Les protéines constituent le second élément déhide la farine de blé. Elles sont tres
diversifiees en taille et en propriétés fonctiofeslet restent malheureusement tres mal
caractérisées car il est difficile de les solubilisans endommager leur structure. Osborne
(1907) fut le premier a les classer en quatre greugn fonction de leur solubilité dans
différents solvants (Fig. 1.4):

- les albumines, solubles dans I'eau;

- les globulines, solubles dans les solutions saldfiluées;

- les gliadines, solubles dans les alcools dilgt/pe éthanol 70%;

- les gluténines, insolubles dans les solvantsépignts et partiellement solubles

dans les solutions acides et basiques diluées.

D’autres alternatives a la classification d’Osbom@ été proposées en utilisant
d’autres solvants pour solubiliser davantage legégines. Pour cela, on peut citer l'urée
(Pomeranz, 1965) ou le dodécyl sulfate de sodiubSjSGraveland et al., 1979). Toutefois
une partie des gluténines, appelée “résidu de mjha€ par Bushuk et Wrigley (1974) ou
“Glutenin Macro Polymer” (GMP) par Graveland et @979), reste toujours insoluble dans
les différents solvants utilisés. Plus récemmeriiev8y et al. (1986) ont proposé une
classification basée sur le degré de polymérisatiola teneur en acides aminés soufrés des
protéines insolubles (Fig. 1.4). Dans cette clasgibn, les gliadines forment la famille des
prolamines monomériques, mélange de chaines pdigifpppes simples de teneur variable en
soufre, et les gluténines sont regroupées dansarallé des prolamines polymériques
constituées de sous-unités de faible et de haudspoioléculaire, rassemblées au sein
d’agrégats par des liaisons disulfures. La Fig. permet de rapprocher ces deux

classifications. Toutefois, la classification d’©@sbe reste la plus utilisée.

Les albumines et globulines, minoritaires dans dené (15-20% des protéines)
(Wrigley et Bietz, 1988), constituent les protéinegtaboliques du grain blé et sont
regroupées sous le terme de protéines solubletbamime-globuline. Elles sont constituées
d'un ensemble de protéines de faible poids molé&eul§l0-60 kDa) et présentent

généralement une activité enzymatique (Feillet8).98
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Fig. 1.4: Composition des protéines de blé: rapprochemen é&s classifications d’Osborne (1907)
et de Shewrgt al. (1986).

Les gliadines et gluténines, majoritaires dans dené (80-85% des protéines)
(Wrigley et Bietz, 1988), constituent les protéirdes réserve du grain de blé. Ce sont les
protéines les plus importantes de la farine d’'umtpde vue technologique car elles sont
constitutives du gluten (Pomeranz, 1988).

Les gliadines constituent un mélange hétérogenprakg&ines monomeériques, riches
en résidus glutamine et proline (Bushuk et Wrigle§74). Ce mélange peut étre fractionné
sur gel d’électrophorése en milieu acide. On digtenalors les-, 3-, y- et w-gliadines, par
ordre décroissant de leur mobilité (Woychik et 4861), et donc par ordre croissant de leur
poids moléculaire. Leg-, B- ety-gliadines présentent un poids moléculaire de i@k 30-

40 kDa (Bietz et Wall, 1972). Les et-gliadines contiennent six cystéines tandis que-les
gliadines en contiennent huit (Tatham et Shewrg51%hewry et al., 1986; Muller et Wieser,
1995; Wieser et Muller, 1996; Shewry et Tatham,7)9€es cystéines, en nombre pair, sont
engagées uniquement dans des liaisons intramoiesul@Vall, 1979; Tatham et Shewry,
1985), en accord avec le fait que les gliadines smnomeériques et qu’elles ne contiennent
pas de thiol libre. Lesxgliadines se distinguent des autres gliadinesipgoids moléculaire

plus élevé, allant jusqu’a 75 kDa, et par I'absentale de cystéine (Bietz et Wall, 1972).
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Les gluténines constituent un mélange trés hétdmgde larges protéines
polymériques, dont le poids moléculaire varie delques centaines a plusieurs millions de
Da (Huebner et Wall, 1976, 1980; Bottomley et 4682; Wrigley, 1996; Veraverbeke et
Delcour, 2002). Apres l'action d’agents réductedes ponts disulfures, on distingue deux
grands groupes de sous-unités qui peuvent aloesd@iinis sur la base de leur mobilité
électrophorétique (Graveland et al., 1985; Lindsagkerritt, 1999):

- les sous-unités gluténine de faible poids mokicey LMW-GS (30-50 kDa)

- les sous-unités gluténine de haut poids molésyltiMW-GS (65-90 kDa)

Ces deux types de sous-unités gluténine sont rishexide glutamique et en proline
et contiennent entre une et plus de sept cyst&@eales les sous-unités (Payne et al., 1981;
Keck-Gassenmeier et Wieser, 1996; Shewry et Tati@917; Masci et al., 1999). Ces sous-
unités seraient liées entre elles par des liaistimdfures intermoléculaires (Kasarda, 1989;
Kohler et al., 1993), comme l'atteste I'action déats réducteurs. C’'est d’ailleurs I'aptitude
des sous-unités gluténine a s’associer par destiaidisulfures intermoléculaires qui serait a
la base des propriétés visco-élastiques de la gatu gluten (Ewart, 1968, 1990). Des

liaisons intramoléculaires sont également possdnlesein des sous-unités gluténine.

Malheureusement la structure des sous-unités ghetéainsi que leur organisation
sous forme de polymeéres de gluténine, n'est togjpas connue car les seuls outils d’étude
des gluténines restent aujourd’hui l'utilisatioragénts dénaturants et réducteurs pour les
solubiliser (Kasarda et al., 1976): I'informationr $eur structure est alors perdue. De ce fait,
I'organisation structurale des polymeres de glutémeste spéculative et fait encore I'objet de
vives discussions. De nombreux modéles d’orgaoisaties sous-unités gluténine ont
toutefois été proposés a ce jour, sans qu’aucunsoie vraiment certain au vu des
connaissances actuelles. Les principaux modélgsyupés dans la Fig. 1.5, different selon la
nature du squelette linéaire de gluténine (HMW-@8es ou en association avec des LMW-
GS), selon la position des branchements de glwgésim le squelette et selon la nature des

liaisons impliquées (pont disulfure, liaison hydeag, hydrophobe, ...).
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Fig. 1.5: Principaux modéles d’organisation structurale dagrpéres de gluténines proposeés par (a)
Graveland et al. (1985) (b) Gao et al. (1992) et edsay et Skerritt (1999).

De nombreux auteurs estiment que les protéineslubeng majoritaires parmi les
protéines de la farine, absorberaient environ 121¢g2d’eau / g de matiere seche (Greer et
Stewart, 1959; Bushuk et Hlynka, 1964; Larsen, 1#4shuk, 1966) et présenteraient une
densité voisine de 1.31 (Roman-Gutierrez et alQ3B) soit une densité Iégerement plus

faible que celle de I'amidofpartie 11.1).
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[1.3. Les arabinoxylanes

Les arabinoxylanes (AX) sont les polysaccharides amylacés majoritaires de la
farine de blé (80% des polysaccharides), aux cdatés pB-glucanes (15%) et des
glucomannanes (5%) (Mares et Stone, 1973; FincheBtene, 1986). lls proviennent
essentiellement de la paroi des cellules de I'aburamylacé et de la couche a aleurone
(Posner, 2000; Surget et Barron, 2005). Ce sonhé&sopolymeéres constitués d’'une chaine
linéaire de xylose associés par des liaigdiis-4), sur lesquels sont greffées des molécules
d’arabinose (Gruppen et al., 1993) (Fig. 1.6).

B-(1.4)
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o "
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ester H
\ ’N{ ; etfou
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Fig. 1.6: Structure d’'un arabinoxylane

On subdivise les arabinoxylanes en AX solubles (2% AX) et en AX insolubles
(75% des AX) en fonction de leur solubilité dansali froide (Meuser et Suckow, 1986;
Cleemput et al.,, 1993; Goesaert et al., 2005).sblnbilité des AX s’expliquerait par un
poids moléculaire des AX insolubles (100-530 kDaspglevé que celui des AX solubles (20-
120 kDa) et par un enchevétrement des moléculesipiportant (Jelaca et Hlynka, 1971;
Patil et al., 1975; Yeh et al., 1980; Fincher en®{ 1986; Girhammar et Nair, 1992; Rattan et
al., 1994; Dervilly et al., 2001). D’autre partslarabinoxylanes solubles peuvent se lier aux
protéines du gluten par l'intermédiaire de I'acfdeulique et des résidus tyrosyl et thiol des
protéines (Neukom et Markwalder, 1978; Hoseney aibion, 1981; Moore et Hoseney,
1990) (Fig. 1.6).

Les AX solubles sont les molécules les plus hyditeptde la farine de blé, avec une

capacité d’absorption d’eau trés variable allard @10 g d’eau / g de matiére seche selon les
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auteurs (Greer et Stewart, 1959; Bushuk, 1966¢dataHlynka, 1971; Kim et D’Appolonia,
1977). Ces AX solubles possedent également unesiiécélevée en solution dans l'eau et
sont en grande partie responsables de la visabsitéextrait aqueux de farine (Udy, 1956).
Les AX insolubles sont également trés hydrophitesbsorbent de I'ordre de 7-10 g d’'eau / g
de matiere séche (Bushuk, 1966; Jelaca et Hlyrikéal )1

[1.4. Les lipides

Les lipides sont des constituants mineurs de Iadate blé qui peuvent étre divisés en

deux groupes (Eliasson et Larsson, 1993):

- les lipides polaires, qui peuvent interagir akeau

- les lipides apolaires, qui n’interagissent pascdieau
Cependant, le role des lipides dans les processaggldmération du gluten et du
développement de la pate n’a pas fait I'objet ddheeches tres poussées. Les recherches se
sont en effet davantage focalisées sur les pratémhe gluten pour déterminer leur
organisation structurale au sein du gluten etiélerdans le développement de la pate.

[ll. Le gluten: composition et structure

A proprement parlé, le gluten est un terme générigui désigne I'extrait protéique
insoluble obtenu apres lixiviationg lavage a I'eau, d'une pate de farine de blé hgdraiors
de ce contexte, il n'a pas de sens. Ainsi dartsubiaén, I'état d'interaction et la localisation
des gliadines et des gluténines qui constituegtuen reste encore mal connu. La lixiviation
de la pate permet d’entrainer I'amidon et les élmesolubles. Le gluten obtenu est
principalement constitué de protéines (75-85% nssemtiellement les gluténines et
gliadines), mais il contient également de I'amid@nl2% ms), des lipides (5-10% ms), des

arabinoxylanes (2% ms) et des matiéres minératésts) (Wrigley et Bietz, 1988).

C’est Jacopo Beccari, en 1745, qui fut le premiedéarire le gluten comme un
matériel visco-élastique obtenu par lixiviation wkupate de blé. Le terme visco-€élastique fait
référence au fait que le gluten présente une 8asticité quand il est déformé mais s’écoule
guand on le laisse au repos. Depuis Beccari (1 tShombreux auteurs se sont intéressés a

ce matériel, afin d’en déterminer la structure.<ait a présent que la formation du réseau de

40



- Chapitre 1 — Synthése Bibliographique -

gluten repose en partie sur la nature “polymérigde$ gluténines et sur leur capacité a
interagir avec les gliadines par des liaisons &siblLes gluténines seraient responsables des
propriétés élastiques, tandis que les gliadinesiesdra l'origine des propriétés visqueuses
(Dimler, 1963; Orth et Bushuk, 1972; Huebner et WE)76; MacRitchie, 1980; Hamer et
al., 1992; Pritchard et Brock, 1994). Toutefoisrdfanisation structurale de ces deux fractions
protéigues au sein du gluten reste toujours tréswative (MacRitchie, 1999), pour la méme
raison que celle avancée pour la structure desnos de gluténine qui composent le
gluten, a savoir les méthodes de solubilisationatiéantes. Aujourd’hui, deux modeéles

d’organisation du gluten s’opposent: le modéle pd@sique et le modéle particulaire.

La théorie la plus courante, car la plus anciespacernant la structure du gluten est
de considérer celui-ci comme un réseau continwiigsl polymeéres de gluténine flexibles, qui
serait stabilisé par des liaisons covalentes, rovralentes et/ou par des enchevétrements
topologiques selon les différents modeéles prop{Sékofield, 1986; Belton, 1999; Shewry et
al., 2001; Singh et MacRitchie, 2001).
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Fig. 1.7: Modéle “loop-and-train” proposé par Belton (1999updécrire la structure du glutem)(

Effet schématique de I'hydratation des boucles & dhaines etB) Effet schématique de la
déformation des boucles et des chaideqa) faible hydratation: liaisons hydrogénes ppatement
interchaines, (b) hydratation intermédiaire: folimades boucles, (c) forte hydratation: équilibnére
boucles et chaine®: (a) pas de déformation: conformation a I'équaib(b) faible déformation:
déformation des boucles, (c) forte déformatiororadement des boucles et glissement des chaines de
gluténine les unes sur les autres par ruptureigissihs hydrogénes.
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Dans son modéle nommé “loop-and-train”, Belton @9ropose que de trés
nombreuses liaisons hydrogénes permettraient deléiex chaines de gluténine (Fig. 1.7A).
Cette densité de liaisons hydrogénes serait agifegidu caractere élastique du gluten. En
I'absence d’eau, les chaines de gluténine aurteedance a se lier les unes aux autres en une
masse dense, les protéines étant peu structurged (FAa). Lors de son ajout, I'eau entrerait
en compétition avec les liaisons hydrogenes site@g® les chaines protéiques pour former
des liaisons protéine-eau. Cependant, les liaidoyusogenes interprotéiques seraient si
nombreuses qu’il serait improbable qu’elles sotentes rompues simultanément par I'action
de I'eau. Des zones d'interaction entre les pre®idemeureraient donc, définissant des
chaines liées (“trains”), tandis que les partieggiques hydratées donneraient naissance a des
boucles laches (“loops”) dont le nombre augmentensc I'hydratation (Fig. 1.7Ab-c). Des
liaisons disulfures permettraient, quant a elleslj@ successivement les chaines de gluténine
au niveau de leur extrémité terminale (Belton, 2999

Selon l'intensité de la contrainte appliquée, lesidles se déformeraient en priorité
jusqu’a s’allonger entierement avant la rupture Hdesons hydrogénes, évenement qui
provoquerait le glissement des chaines les unelesautres (Fig. 1.7Ba-c). La relaxation de
la structure se ferait par retour a I'équilibre demicles et des chaines (Belton, 1999). Le
modéle “loop-and-train” repose donc sur un nombigtatactions hydrogénes tres élevé et
sur la formation de longs polymeres de gluténinegbablissement de liaisons disulfures aux
extrémités des chaines. Par contre, ce modeleend pi en compte les gliadines ni les autres

constituants du gluten (amidon, AX, lipides).
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Fig. 1.8:Modéle de la structure du gluten proposé par Sheway., (2001).
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Dans leur modele moléculaire (Fig. 1.8), Shewrgle2001) suggeérent I'existence de
ponts disulfures entre les polypeptides de HMW-GEBegistence de liaisons non covalentes
entre les gliadines et les polyméres de gluténimecomportement a la déformation des
polyméres de gluténine est schématiquement présamt€ig. 1.9. Dans ce modele, les
liasisons covalentes limiteraient la déformation adles rigidifieraient la structure. Les
gliadines, quant a elles, contribueraient a la tm®ad’'un environnement visqueux. Le
déplacement des chaines de HMW-GS ne serait adorsigpque par le réarrangement des
gliadines.

Un modéle polymériqgue légérement différent de ceumposés précédemment
consiste a décrire le gluten comme un réseau aomtn polymeres flexibles enchevétrés
(Singh et MacRitchie, 2001). Dans ce modele, lacosslasticité s’expliquerait par le
glissement des chaines de polyméres au niveau ridg®\&trements et la résistance a la

déformation serait due a la présence de nombrethegétrements et/ou nceuds de jonctions.

‘k—”‘i

Fig. 1.9: Modéle de I'arrangement des HMW-GS au sein duaréde gluten, avant (gauche) et apres
(droite) l'application d’'une contrainte extensiolee(Shewry et al, 2001). Les ronds noirs
représentent les ponts disulfures.

Pour Hamer et van Vliet (2000) et Lefebvre et 2003), le gluten ne peut absolument
pas étre considéré comme un réseau continu de padgnilexibles, mais plutét comme un
réseau de particules en étroites interactions. Hatnean Vliet (2000) proposent par ailleurs
un modele d’'organisation multi-échelle du glutermnoé “hyper-aggregation”. Ce modéle
fait intervenir trois niveaux d’organisation (Fid.10). Au premier niveau (nmm), les
HMW-GS et les LMW-GS sont liées entre elles par jpi@sts disulfures et forment ainsi des
agrégats covalents. Au niveau supérieur (< [L@(), ces agrégats covalents forment de plus
larges agrégats en s’associant entre eux par étitara physiques. A ce niveau, les agrégats
sont stabilisés par des liaisons hydrogénes, deoiis ioniques et des liaisons hydrophobes
ou par I'établissement de ponts disulfures suppidaies. La taille des agrégats formés est

alors trés dépendante du nombre et de la taill@agesgyats covalents primaires de niveau 1.
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Molecules | Particles

level1 | level2 level 3

——

nm-pm >10-um >400-um
<= LMW glutenin, [ HMW glutenin, © gliadin, O starch, - pentosans.

Fig. 1.10: Modele “hyper-aggregation” proposé par Hamer et Vdiet (2000) pour décrire la
structure du gluten.

Au troisieme niveau d’organisation (> 400m), l'agrégation se poursuit par
interactions physiques mais elle n’est plus steddipar des liaisons covalentes. A ce niveau
d’organisation, la formation de tels agrégats esitdop dépendante des conditions de
pétrissage (cisaillement, contrainte) et de liefioe des autres polymeres (lipides, AX,
amidon) qui peuvent créer de nouvelles interactmmsiques. Le modele proposé par Hamer
et van Vliet (2000) présente I'avantage d’intégrda fois les gluténines et les gliadines, mais
aussi de prendre en compte les autres constitp@yés ou réellement associés au réseau de
gluten, a savoir 'amidon et les AX. Selon les awedu modele (van Vliet et Hamer, 2007),
la visco-élasticité du gluten serait due aux nom$ee interactions interparticulaires se
produisant aux différents niveaux de structure.rRmmla, les auteurs citent pour exemples
d’autres fluides particulaires présentant égalementomportement visco-élastique tels que
la sauce tomate, les suspensions d’argile ou eteonayonnaise.

Les tenants de la théorie particulaire et de laoriké polymérique s'opposent
régulierement dans l@ournal of Cereal Scienca coup de lettres polémiques envoyées a
I'éditeur (Hamer et al., 2005; Belton et Dobrask¢c2006; Belton, 2007; MacRitchie, 2007,
van Vliet et Hamer, 2007). Toutefois, tous les arges’accordent a dire que les liaisons non

covalentes joueraient un role important dans lhilgtation de la structure tridimensionnelle
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du réseau de gluten. La présence de telles liassingossible au regard de la composition en
acides aminés des protéines du gluten (Tableau 1.1)

Tableau 1.1: Composition moyenne en acides aminés (%) desrgheé et des gliadines du blé
(Ewart, 1967)

Acide aminé Gluténines Gliadines
polaire ionisé Arginine (Arg, R) 4.1 2.7
Lysine (Lys, K) 2.3 0.6
Asparagine (Asn, N) 3.7 2.9
Cystéine (Cys, C) 2.4 3.0
Glutamine (GIn, Q) 33.1 38.9
polaire non ionisé  Histidine (His, H) 2.3 2.2
Sérine (Ser, S) 5.4 4.7
Thréonine (Thr, T) 3.1 2.2
Tyrosine (Tyr, Y) 3.6 2.6
Alanine (Ala, A) 2.8 2.0
Glycine ou Glycocolle (Gly, G) 3.8 15
Isoleucine (lle, 1) 3.7 4.3
Leucine (Leu, L) 6.6 6.9
apolaire Méthionine (Met, M) 1.7 1.4
Phénylalanine (Phe, F) 4.8 5.5
Proline (Pro, P) 10.3 13.8
Tryptophane (Trp, W) 2.1 0.7
Valine (Val, V) 4.2 4.1

Les gluténines et gliadines présentent en effettelesurs en acides aminés ionisés
particulierement faibles (moins de 10%), ce quilique une faible densité de charge sur
toute la gamme de pH et donc de faibles forces &peilsion entre les protéines. Par
conséquent, les chaines protéiques peuvent intdegjiunes avec les autres relativement
facilement. De nombreuses liaisons hydrogénes pewseformer via les nombreux résidus
glutamine. Compte-tenu de la relative abondanceidEa aminés apolaires (40%), des
interactions hydrophobes contribueraient égaleradatstructure du réseau de gluten. Un trés
grand nombre d’interactions hydrogenes et hydropbderait possible par chaine, a tel point
gue I'énergie nécessaire a la rupture de touteaiesns secondaires serait bien supérieure a
I'énergie d'une liaison covalente, d’'ou l'importancde leur rbéle dans la cohésion

intermoléculaire du réseau de gluten.

Le gluten est donc un matériel dont la structues tomplexe, reste aujourd’hui tres
mal connue. Pourtant, il n'est pas nécessaire d@aitye sa structure dans le détail pour
essayer de comprendre comment il se forme. Cetteatdn nécessite I'hydratation et le

mélange énergique des protéines et s'opere peholp@tation de pétrissage (Belton, 2005).
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IV. De la farine a la pate: 'opération de pétrissge

Dans toutes les industries céréalieres, les opémtie mélange de farine et d’eau
constituent généralement la premiéere étape du géoetleur bonne conduite conditionne en
partie la qualité des produits finis. La quantitéad ajoutée ainsi que l'action et la quantité
d’énergie mécanique fournie lors de cette opératimmt autant d’éléments critiques pour la
structure du mélange et le développement du ré&sealuten. Les professionnels du secteur
ont I'habitude de distinguer deux procédés de ng&aselon les conditions d’hydratation et
la quantité d’énergie mécanique fournie: le malaxay le pétrissage. Le malaxage, terme
utilisé dans les industries pastieres, permet dhibtune pate granuleuse constituée
d’agglomérats hydratés de particules de farine.aGedt possible par un mélange peu
énergigue de la farine de blé en présence de $afuantités d’eau (30-35% de la masse de
farine). Ce procédé ne permet généralement pavelappement du réseau de gluten
(Matsuo et al., 1978; Dexter et Matsuo, 1979). Aatrire le pétrissage, terme utilisé en
boulangerie, permet d’obtenir une pate visco-éjasti lisse et homogene. Cela est possible
avec un apport d'énergie modéré du fait de la pogésde quantités d’eau plus élevées (50-
60% de la masse de farine) (Bechtel et al., 1978ades-Lopez et Bushuk, 1983a,b;
Bloksma, 1990). Un réseau protéique se dévelopmmars du pétrissage et se présente sous
la forme d’un film continu de gluten entourant g®wins d’amidon et retenant I'eau et les
autres constituants de la farine (Bernardin et Kgal973a,b; Amend et Belitz, 1991). C’est
I'établissement de cette structure si particuligeé confére a la pate une grande visco-
élasticité. Il est aujourd’hui clairement établieqle pétrissage est une opération unitaire
critique sur I'ensemble du procédé de panificatiPomeranz, 1988; Bushuk et al., 1997).
Toutefois, que connaissons-nous des mécanismgeequeettent la formation d’un tel réseau

au cours du pétrissage ?

Trois éléments sont nécessaires pour former ureisto-€lastique: de la farine, de
'eau et de I'énergie mécanique (Tipples et Kilpot®75). Selon ces auteurs, le pétrissage
assure successivement trois opérations critiquesdéeloppement de la pate: (i) la
distribution et le mélange homogene des ingrédientdes constituants de la farine, (ii)
I'hydratation des particules, notamment des preiet (iii) le développement de la pate

grace a I'’énergie mécanique apportée par le pétrin.
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L’hydratation des particules de la farine est galenent favorisée par I'opération de
mélange qui augmente ainsi les probabilités deacbréntre la farine et I'eau (Kilborn et
Tipples, 1972; Tipples et Kilborn, 1975). Selon Algs et Kilborn (1975), une hydratation
suffisante des constituants de la farine est toigahdispensable au développement de la
pate. Cette hydratation induit des changementstrdetsre des protéines, caractérisés par
I'enfouissement des zones hydrophobes et par luniet I'établissement de nombreuses
liaisons faibles (ioniques et hydrogenes), maisiiinégalement la solubilisation des protéines
solubles du blé qui vont alors pouvoir contribuedigerses réactions enzymatiques et/ou
d’oxydo-réduction. Toutefois, le simple fait d’hyder les constituants de la farine n’est pas
suffisant pour développer la pate (Campos et 8b611997); il faut également apporter de

I'énergie mécanique.

L’apport d’énergie mécanique au cours du pétrisgagyenet le développement du
réseau de gluten. Cet événement se traduit paaugraentation importante de I'élasticité, de
la consistance et de la cohésion de la pate (Gaireds 1988). Il peut étre suivi par la mesure
du couple s'exercant sur le bras du pétrin (échHalb®ratoire) ou par la mesure de la
puissance électrique consommée (échelle indusirieParmi les pétrins de laboratoire
instrumentés en capteur de couple, le farinographraixograph sont les plus utilisés.

Couple e congtstange (LIFy

Tosrnpas ol elmvchagapetennit]

R SR AP e Degre daflgiblisierment

Contisionee maziniele

H 4 = -

i
1 A 10 1%

- Tamps {min}

Fig. 1.11: Courbe de développement d’'une pate farine-eau nbtaraide du farinograph Brabender

(d’aprés Launay et Bartolucci, 1997).
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Une courbe de farinograph classique, ou de mixdgegalement, permet de définir

trois états de développement de la pate (Fig. 1.11)

le sous-pétrissagequand le pétrissage est interrompu avant I'optinade consistance.
C’est durant cette étape que se forme le réseglutim.

'optimum de pétrissage qui intervient quand la consistance de la patenesimale et
stable. La pate est alors formée du réseau tridiaenel de filaments de gluten qui
englobe tous les constituants de la pate (BernagtliKasarda, 1973a,b; Amend et
Belitz, 1991). Cet état assure la meilleure paaiion de la pate, le réseau visco-
élastique de gluten étant alors suffisamment d@pélqour retenir les bulles de gaz
dégagées lors de la fermentation de la pate.

le sur-pétrissage quand le pétrissage se poursuit au-dela de trapti. Cette étape se
caractérise par une chute progressive de la cansistde la pate. Elle rend cette
derniére tres collante et diminue fortement sorstigiéé et augmente sa plasticité
(Markley et Bailey, 1939; Mani et al., 1992; Saimdhar et Haridas Rao, 1992).

De tres nombreux travaux ont montré que le dévelogmt de la pate et ses propriétés

rhéologiques dépendent des conditions de pétrigéasfeer et al., 1949; Kilborn et Tipples,
1972; Endo et al., 1985):

L’augmentation de la vitesse de pétrissage progogne diminution du temps de
développement de la pate (Stamberg et Bailey, 1RB8orn et Tipples, 1972; Frazier
et al.,, 1975; Baig et Hoseney, 1977) et une augaient de la consistance et de
I'élasticité de la pate (Bohn et Bailey, 1936; Hdgn 1962; Frazier et al., 1975;
Baltsavias et al., 1999).

L’augmentation de la température de pétrissagetraduit généralement par une
diminution du temps de développement de la pateo(Met Herman, 1942; Irvine et
al., 1961; Hlynka, 1962; Dexter et Matsuo, 197%®péndant, Baig et Hoseney (1977)
ont montré un effet inverse pour une augmentatotadempérature de pétrissage.
L’augmentation de I'hydratation d’empatage emtgaiine diminution de la consistance
de la pate et une augmentation de son temps déogpeenent (Bohn et Bailey, 1936;
Markley et Bailey, 1939; Merrit et Bailey, 1939; derson et Lancaster, 1957,
Lancaster et Anderson, 1958; Dexter et Matsuo, 198&en et Greenwood, 1991).
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Toutefois, ces trés nombreuses observations, @uiuigent I'effet de tel ou tel
parametre du procédé sur le temps de développespéintal du réseau de gluten, n'ont pas
permis aujourd’hui d’'identifier quelles peuventeétes lois et les parametres pertinents de
'opération de pétrissage qui président a la foiomatdu réseau de gluten. La quantité
d’énergie fournie a la pate par le pétrin est sotnensidérée comme un paramétre de
contrdle du procédé de pétrissage (Chamberlaih,et967). Toutefois, la qualité de la pate
dépend souvent de la quantité d'énergie fournidaeguantité d'énergie nécessaire au
développement optimal de la pate dépend quasiroajuturs de la géométrie du pétrin utilisé
en laboratoire (Kilborn et Tipples, 1972; Skegd383; Wilson et al., 1997). La différence de
guantité d’énergie nécessaire au développemerd pété est encore plus importante sur des
pétrins industriels, qui présentent des géomét@pétrissage trés variables (Wilson et al.,
1997). Outre la quantité d’énergie fournie, le tyfme déformation apporté par le pétrin est
également un parametre critique pour le développenhe la pate. Pour une méme quantité
d’énergie mécanique fournie, une péate obtenueipaillement simple présente une structure
et des propriétés rhéologiques trés différentescales d’'une pate obtenue grace a des
sollicitations élongationnelles (Jongen et al.,0®&u sein méme des pétrins de laboratoire,
farinograph et mixograph pour les plus courantsg (Bi12), chaque pétrin apporte
majoritairement un certain type de déformation.o8elongen et al. (2003), le farinograph
apporte du cisaillement et de I'élongation, tarie le mixograph apporte principalement du
cisaillement. Toutefois, Gras et al. (2000) affimhgue le mixograph apporte principalement

de I'élongation.

T T i . " .
Fig. 1.12:Géométrie des systemes de pétrissage du farino@gagauche) et du mixograph (a droite).
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Cette discussion montre que de nombreux paranchirpsocédé de pétrissage, parfois
difficiles a évaluer d’ailleurs, affectent la ciitpte de développement du réseau de gluten
ainsi que la qualité de la pate. De plus, les effig plusieurs parameétres sont souvent
interconnectés (vitesse et énergie mécanique; ienengcanique et hydratation) et il est
difficile de les étudier spécifiguement. Cela egpé certainement pourquoi aucune
formalisation de la cinétique de développement al@dte en fonction des paramétres du
procédé de pétrissage n'a encore été proposeduf)alpns le cas de la pate a pain, toutes les
étapes contribuant au développement optimal dwavéde gluten, a savoir ’lhomogénéisation
des ingrédients, I'hydratation des constituantéadarine et I'apport d’énergie mécanique, se
produisent de maniere concomitante, et en seulemegijues minutes (5 min sur la Fig.
1.11). Pour cette raison, le systéme pate a pasemble pas étre le systéme le plus adapté
pour étudier les mécanismes d’agglomération dweglse produisant au cours du pétrissage.
C’est pourtant le systeme le plus largement étudiés la littérature, pour son intérét en
panification. Dans les années 50, Anderson et lstecgAnderson et Lancaster, 1957;
Lancaster et Anderson, 1958) ont pourtant montee lgudurée du sous-pétrissage peut étre
considérablement allongée en pétrissant des médagee-eau beaucoup plus dilués (70-
200% de la masse de farine). Ces travaux ont partdes pates diluées de type pate a crépe,
ou “batters”, et ont permis d’obtenir des tempsiéeeloppement optimal de la pate de I'ordre
de 30-60 min. L'étude de tels systémes, initié€odigine pour améliorer les procédeées
d’extraction du gluten dans les années 50, n'aefoigt pas été poursuivie dans la littérature,
certainement en raison du faible intérét des pditagées dans les processus de panification.
Ces études pourraient pourtant s’avérer utiles goudier les mécanismes d’agglomération
du gluten se produisant au cours du pétrissag@liXe le suivi des modifications protéiques
se produisant au cours du pétrissage est un ogaledent pratique pour suivre
'agglomération du gluten par une voie plus physibonique, complémentaire de I'étude

paramétrique présentée ci-dessus.

De trés nombreux travaux se sont intéressés auxfioatihns biochimiques se
produisant au cours du pétrissage de la pate alpaimodification de la distribution en taille
des polyméres de gluténine est parmi l'une desfdppantes. Ainsi, la fraction de polymeres
de gluténine insolubles dans le SDS de la farin@rdie continment au cours du pétrissage
et atteint une valeur minimale et quasiment nullegtimum de développement (Weegels et
al. 1995; Skerritt et al., 1999; Aussenac et @012 Don et al., 2003). Dans la littérature,
cette fraction est nommée UPP (Unextractable Paignigotein) ou GMP (Glutenin Macro
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Polymer) pour traduire un degré de polymérisatimvés (Graveland et al., 1982; Skerritt et
al., 1999). Cette dépolymérisation du GMP n’estilldiars pas un phénomeéne spontané,
puisque linterruption du pétrissage entraine adssa reformation (Weegels et al, 1997,
Skerritt et al., 1999; Aussenac et al., 2001). Denlreuses corrélations positives ont été
observées entre la quantité de GMP dans la fatidares la pate et la qualité du pain et des
propriétés rhéologiques de la pate (Dachkevitchuttan, 1989; Gupta et al., 1992; Weegels
et al., 1996). Plusieurs mécanismes ont été prepgusdr expliquer la diminution du GMP au
cours du pétrissage. Mecham et al. (1965) ou T4867) ont suggéré que la taille des
polyméres de gluténine diminue par séparation plgstde ces polyméres ou par rupture de
liaisons non covalentes. D’autres auteurs évogplendt une rupture des liaisons covalentes
(Tanaka et Bushuk, 1973; MacRitchie, 1975; Grawklah al., 1980; Danno et Hoseney,
1982). Weegels et al. (1997), quant a eux, patkt simplement d’une dépolymérisation
des polyméres de gluténine de haut poids moléeuldies mécanismes impliqués sont
d'autant plus difficiles a cerner que la structlmeGMP et les liaisons qui assurent sa stabilité
restent encore mal connues. De plus, aucune théeripermet d’expliquer en quoi la
dissociation des polymeres de gluténine les pleslubles peut conduire a la formation du

réseau tridimensionnel de gluten (Bot et de Bruyipt®3).

V. Procédés d’extraction du gluten

Les procédés d’extraction du gluten de blé sostrimmbreux et diversifiés (Kempf et
Roéhrmann, 1989; van der Borght et al., 2005). lrastion peut se faire a partir du grain de
blé entier ou de la farine mais s’effectue toujopas voie humide, nécessitant de grandes
quantités d’eau. L'extraction a partir du grain lwé libére beaucoup de fibres, issues des
enveloppes du grain. Ces derniéres sont rapideemeptisonnées au sein du réseau de gluten
et en génent la continuité. Ceci conduit a une mition du rendement d'extraction et de la
pureté du gluten (Meuser et al., 1989). Par cora#igues procédés d’extraction les plus
couramment relevés dans l'industrie utilisent lan comme matiere premiéere. Parmi ces
procédés, trois d’entre eux sont les plus largenitisés: le procédé Martin, le procédé
“batter”, et le procédé “dough-batter”. Comme tprdcédé de fractionnement, ces derniers se
basent sur les différences physico-chimiques megee@ntre I'amidon et les protéines du
gluten, a savoir la taille, la solubilité, la degset la forte capacité d’agglomération des

protéineqcf partie II).
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Le procédé Martin, développé industriellement eB51&st sans doute le plus ancien
procédé d’extraction industriel. La farine et I'eéd0-60% de la masse de farine) sont
mélangées rapidement pour former une pate unif@eonsistante, de type pate a pain
(Fellers, 1973; Godon et al., 1983; Knight et O|sb884). Cette pate est alors laissée au
repos, pour assurer une bonne hydratation et i@rfte gluten selon les auteurs. Godon et al.
(1983) ont observé que ce repos permettait d’autgném rendement d’extraction du gluten
sans altérer sa teneur en protéines. Puis la patav&e par ajout d’eau supplémentaire tout
en assurant un malaxage délicat de la pate afixpdlser 'amidon. La pate se concentre
alors en protéines jusqu’a I'obtention du glutes.dluten est alors séché de facon modérée
(température inférieure a 70°C) pour qu’il conseilugtes ses propriétés visco-élastiques. On

parle alors de gluten vital.

Dans le procédé “batter”, la farine est mélangéer amne quantité d’eau plus élevée
(70-200% de la masse de farine) de fagcon a formerpéte liquide, de type pate a crépe ou
“batter”. Cette pate est pétrie jusqu’a former yde visco-€lastique, caractéristique du
développement optimal du réseau de gluten (Hilbedl., 1944; Rist, 1949; Anderson et al.,
1958, 1960). La pate est ensuite destructurée patawvage intensif en présence d’eau
additionnelle, de fagcon a produire des agrégatguten en suspension dans I'eau (Anderson
et al., 1958). Finalement, le gluten est récupeaé gentrifugation, par tamisage ou par
décantation (Anderson et al., 1958, 1960; Fell285,3; Meuser et al., 1989; Sindic et al.,
1993). Le gluten est alors séché de facon modévée gbtenir du gluten vital. Il existe
également de nombreux dérivés du procédé “bat@m’.peut citer les procédés Fesca ou
Raisio qui se distinguent du procédé “batter” parphase de pétrissage, celle-ci étant
beaucoup plus rapide et ne permettant pas d’obtewrpate visco-élastique (Johnston and
Fellers, 1971; Fellers, 1973; Knight et Olson, 1984

Le dernier procédé présenté est le procédé “doatk+ qui est un compromis entre
le procédé Martin et le procédé “batter”. Ce précédmmence par un mélange de la farine
avec une faible quantité d’'eau (40-60% de la masséarine) de fagcon a former une pate
consistante de type pate a pain. De l'eau est tensjoutée, de facon a se placer dans le
domaine d’hydratation du procédé “batter” (70-20@8 la masse de farine). La pate,
initialement consistante, est alors pétrie aveau’pour former une pate diluée de type pate a
crépe (Hamer et al., 1989; Sindic et al., 1993,IRet al., 1998; Frederix et al., 2004). Le

52



- Chapitre 1 — Synthése Bibliographique -

lavage de la pate et la séparation du gluten swuite effectués de la méme facon que le
procédé “batter”.

De facon générale, tous les procédés s’effectummt dn trois étapes: le pétrissage, le
lavage et la séparation finale du gluten et deitlam Le pétrissage est une opération unitaire
tout aussi critique dans le procédé amidonnier daas le procédé boulanger car le
développement du réseau de gluten peut étre févaris non pendant cette opération.
Toutefois, I'agglomération du gluten peut égalensmnpoursuivre pendant la phase de lavage
si celle-ci reste tres cisaillante. Aujourd’hui, gkt impossible de connaitre l'influence de
chaque opération unitaire sur le degré d’agglonmraiu gluten. Tous les procédés ont été
établis de facon trés empirique et sont devengscmenplexes au cours du temps. Il suffit de
varier la conduite d'une seule opération pour affed’ensemble du procédé. Etudier
l'influence spécifigue de la phase de pétrissage I'sgglomération du gluten reste par
conséquent difficile a évaluer industriellement. dét n’est pas la multitude des procédés
d’extraction et le secret professionnel qui prévdahs cette industrie qui permettent de
clarifier la situation. Cette connaissance trésiaque du procédé a toutefois ses limites des
gu'il s’agit de modifier en profondeur le procédéup réduire la consommation d’eau par

exemple, ou pour construire un nouveau site inghlistr

VI. Méthodologie retenue pour I'étude

Le pétrissage est une opération unitaire fondarteergaur les boulangers et les
amidonniers. Il assure la formation d’'un réseaucglant constitué des protéines visco-
élastiques du gluten au sein de la pate. Toutelessmécanismes physiques et chimiques
responsables de l'apparition de cette structurtenmesncore mal cernés et les lois qui

président a cette agglomération ne sont actuellepas connues. Cette problématique

majeure constitue I'enjeu de ce travail de these.

Notre approche méthodologique s’inscrit dans lainaité des études déja menées sur
le pétrissage de la pate boulangere et résuméeslaaynthése bibliographique. Elle fait
globalement appel aux mémes outils, combinant un das changements rhéologiques de la
pate au cours du pétrissage avec un examen degsicabdns biochimiques impliquant les

protéines du gluten. Elle s’en démarque aussi imeddalement puisque la teneur en eau de
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la pate y fera l'objet d’'une investigation systéipa¢, et cela en dehors de la plage
d’hydratation de la pate boulangére.

Avec les pates diluées de type “batter”, le tempmgs petrissage nécessaire a
'agglomération totale du gluten est considérablemeallongé. La question de savoir
comment la vitesse de pétrissage et I'hydrataties pates contribuent a la cinétique de

développement du réseau de gluten sera le poihéjplrt de notre étude.

L’extraction du gluten est envisageable a partimé’ suspension farine-eau diluée,
gu’elle soit développée de facon optimale ou ndévalution du rendement d’extraction et
de la composition protéique du gluten en aval dpdiation de pétrissage n’a cependant
jamais fait I'objet d’une étude paramétrique systque. Ceci constituera donc le deuxieme
volet de nos investigations. Pour cela, nous alttasdardiser I'étape de lixiviation de la pate
de fagcon a minimiser son impact sur I'agglomératies protéines. Nous pousserons I'étude
jusqu’a I'analyse biochimique et rhéologique degtagls extraits. Il nous sera alors possible
de cerner l'influence des paramétres du pétrissagda physico-chimie des protéines du
gluten. Le procédé d’extraction du gluten utilisénsl cette étude est présenté dans la Fig. 1.13
et sera détaillé dans les difféerents chapitres daouscrit. Le pétrissage et le lavage de la pate
seront effectués dans un pétrin P600 (Brabender ,G¥&€magne), lui-méme connecté a un
Plastograph (Brabender OHG, Allemagne) qui ennegité couple, la température et la
vitesse de pétrissage. Le capteur de températtusgtes au fond du bol, en contact avec la

pate.

Fig. 1.13:Photos du procédé d’extraction du gluten utilisésdeette étude: (gauche) pale hélicoidale
de pétrissage montée sur le bol P600 de Brabefudartre) pale en K de lavage et (droite) tamiseuse
automatique en voie humide.
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Le pétrissage sera effectué par une pale hélieitihdis que le lavage sera effectué
par une pale en K. La suspension gluten-amidoreissulavage sera ensuite transférée sur
trois tamis de maillage 800-400-2QBn et le gluten sera récupéré sur les tamis par voie

humide.

La réalisation des deux objectifs énoncés précédarhmous conduira a poser le
probleme du développement du réseau de glutenldamaélanges farine-eau dilués en des
termes phénomeénologiques. Pour tenter d'y voir plais, nous visualiserons I'agglomération
du gluten se produisant au cours du pétrissaganmtechnique de marquage des protéines et

d’analyse d'images adaptée a I'échelle des phénesngiis en jeu (grossissement x5).
Enfin, dans la synthése générale de cet ouvrages menterons de dégager les

mécanismes qui relient I'évolution physico-chimiqdes protéines du gluten au cours du

pétrissage a la structuration d’un réseau de glouecolant a caractere visco-élastique.
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CHAPITRE 2

ETUDE PARAMETRIQUE DE L 'OPERATION
DE PETRISSAGE SUR LE DEVELOPPEMENT

OPTIMAL DU RESEAU DE GLUTEN
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Chapitre 2A — Influence de I'hydratation et de la vtesse de

pétrissage sur le développement optimal du réseaw @luten

OBJECTIF

L’objectif de ce premier chapitre est d’étudienfluence de la vitesse de pétrissage et
de I'hydratation d’empatage sur la courbe de dégpmdment des pates diluées obtenues avec
le pétrin P600. Plus précisément, il s'agit de peéte temps de pétrissage nécessaire au
développement optimal du gluten en fonction deampatres du procédé, et de connaitre ainsi
quelle(s) variable(s) paramétrique(s) contrélelagglomération maximale du gluten. Cette
étude porte sur trois variétés de blé tendre p@asssrer de la représentativité des résultats

obtenus et voir dans quelle mesure pourraient sieegp les différences variétales.

Cette étude a également I'objectif d’'introduiretilisation de suspensions farine-eau
diluées, dites “batters”, dans I'étude du contdidd’agglomeération des protéines du gluten se
produisant au cours du pétrissage. Dans cet efpnicrostructure d’une pate diluée sera
présentée, pour exemple, au cours du pétrissageofation spécifiqgue des protéines. |l
s’agit d’avoir une vision claire de ce qu’est urdgepdiluée et d’appréhender sa structure ainsi

que celle des protéines qui la composent a undléchebservation assez large.

59






- Chapitre 2A — Etude parameétrique predictiggut

Publication n°1- A parametric and microstructural
study of the formation of gluten network in mixed

flour-water batter*

Abstract

The mechanism of gluten network development iswgtitlear and remains difficult to
study since gluten network formation in bread doigla rather quick process. In order to
better characterize this dynamic event, we slowaandits kinetics by increasing the dough
water content. During mixing, performed with a mtary mixer at variable mixing speeds
and flour/water ratios, the torque was recordedm@on flours from wheat cultivars
Orvantis, Caphorn and Isengrain, similar in comgpmsiand Farinograph parameters, were
studied. At low flour/water ratios, mixing curvesosved a lag phase preceding the increase of
torque to the maximum dough resistance peak. Lagelluration increased with dough
water content, whereas increasing the mixing spgecteased time for optimal dough
development. For the three flours studied, the fioneptimal dough development was found
to be related to the instantaneous power delivieréde dough during the lag phase and not to
the specific mechanical energy required to getntl@imun torque. Besides the effect of this
common control parameter, flours exhibited wide iat®ons in response to a given
instantaneous power delivery, with dough develogntenes varying by a factor of 6.
Orvantis was always faster to develop than Caphmrrisengrain. Optical microscopy
observations of batters, using a protein stainwsldothat gluten network development
resulted from two successive phenomena. The firstiovolved the formation of microscopic
gluten lumps, and the second one consisted of élrelopment of gluten strands starting at
the end of the lag phase. The very different behasi observed for the three flours are

discussed in relation to the batter structure arti¢ colloidal properties of gluten proteins.

*Auger, F., Morel, M.H., Lefebvre, J., Dewilde, MRedl|, A., 2007.Journal of Cereal
Science doi: 10.1016/}.jcs.2007.10.00B. Press
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[. Introduction

Dough development is a dynamic process occurringiguhe mixing of flour-water
blends. It is related to the formation of a thréaa&hsional network of the unique viscoelastic
gluten proteins (Shewry et al., 2003). As recemntyiewed by Belton (2005), dough
development results from hydration of flour compaseand structural changes due to
mechanical mixing.

Hydration depresses the glass transition temperadfirgluten and authorizes full
mobility of protein chains at ambient temperatuCaiq et al., 2003). As demonstrated from
flour and ice blending experiments, hydration al@aanot account for the formation of a
protein matrix within the dough (Campos et al., 8991997). Mechanical mixing
homogenizes the distribution of flour constitueaitsl ensures the building of intermolecular
associations between gluten proteins. Mixing ingane energy needed to develop gluten
into small elastic fibrils that progressively expamwithin the dough mass. Specific
mechanical energy (SME) input is currently acce@esdhe key parameter insuring optimal
bread dough development. In the Chorleywood Breamtd3s, a SME of ca. 40 kJ/kg is
suitable for a wide range of flour types and SME ba used as an integral parameter for the
evaluation of the mixing process. Nevertheless,réite at which energy is delivered is also
important and low mixing speeds (below 50 rpm) $thdae avoided in order to get the best
results (Chamberlain et al., 1967). In rheologteains, the existence of a threshold shear rate
might suggest that some viscous or plastic defoamas needed in order to get the optimal
spanning of the dough mass by the gluten network.

Not only the quantity of mechanical energy inpuif bBlso the nature of the mixing
action is important for dough development. In irtdas mixers, but also in Farinograph and
Mixograph, computational fluid dynamics simulatisiswed that three types of motions are
at play : (1) pure extensional flows leading to enial deformation, (2) pure shear leading to
viscous flow, and (3) rigid body motions (rotatiomjth no impact in terms of deformation
(Jongen et al., 2003). According to Lee et al. (30@ combination of shear and extensional
deformation would be needed to ensure full glutetwork development. Attempts have been
made to develop a dough using simple steady sReathis purpose, Peighambardoust et al.
(2004) developed an original device in which sliggaduring steady shear test could be
avoided. With this device (Peighambardoust et24lQ6b), they observed the formation of a
gluten matrix consisting of interconnected glutexiches. A similar structure was obtained
for dough developed with a z-blade mixer, whichalves both shear and elongational flows.
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Nevertheless, they showed that the large protetchpa remained stable under simple
shearing whereas they disappeared in the z-blagermrhey concluded that the process
tolerance of the sheared dough is due to the lackeady elongational flow responsible for
the break-up of large aggregates.

Understanding dough processing and gluten developatea mechanistic level is still
a real challenge. This is not only due to the caocapéd nature of the mixing process reported
above. Actually, most of the published data on doogxing concerns typical bread dough
formulations with dough water contents close toRagnograph absorption (55-65%). At this
level of hydration, gluten network development aoscin less than 10 min. In practice,
protein hydration and structural changes are highlgrconnected and should proceed in
parallel during bread dough mixing. The shear stasd the distributing action of mixing
favour hydration of flour components by forcing hghases into contact. So, at this level of
dough water content, the respective roles of hiygltaaind mechanical input remain rather
confused due to their concomitance.

In order to disclose the effect of protein hydmateEnd mechanical mixing on gluten
network development, we decided to study the machhdevelopment of highly hydrated
doughs, referred to as batters. In the late 509jefson and Lancaster (Anderson and
Lancaster, 1957; Lancaster and Anderson, 1958pmeeld interesting studies on the mixing
behaviour of batters and showed that increasingdthwegh water content far beyond the
Farinograph absorption considerably delayed theglkalevelopment. In such batters, we may
suppose that hydration of flour proteins could beieved rapidly and be more disconnected
from the structuring impact of mechanical mixingnfortunately, since their pioneering
works, little attention was paid to batters. In theesent work, we study the effects of
flour/water ratio and mixing speed on batter deprient from a mechanistic point of view.
The development of a gluten network during doughximgi is also followed at the

microscopic scale by using a specific protein stain

Il. Experimental

[1.1. Flours

French commercial wheat grains (cvs. Orvantis, Gaplnd Isengrain, harvest 2004)
were milled on a Buhler laboratory mill (MLU 202{iBler, Switzerland) according to AACC
(2000) method 26-31. Moisture and ash contents wietermined according to AACC
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methods (44-15A and 08-01, respectively). A BraleenBarinograph with a 50-g flour
sample was used according to AACC method 54-21 dterchine Farinograph water
absorption and mixing time. A Chopin Alveograph twia 250-g flour sample was used
according to ICC Standard method No. 121 to detee andP/L ratio (IACST, 1992). The
protein contentN x 5.7) was determined using the Kjeldahl methaalulde (WEAX) and
total arabinoxylan contents were determined asribestby Rouau and Surget (1994).

I1.2. Dough formulation and mixing characteristics

Flour-water blends were mixed at 25°C using a pgkaganixer bowl P600 (Brabender
OHG, Germany) equipped with a dough hook and thstated with a water double jacket.
The mixer was coupled to a Plastograph lab-sta(Bmabender OHG, Germany) which
allows continuous torque, speed and temperatumdiegy. Total dough mass was 550g and
all ingredients were equilibrated at 25°C befor&ing.

Routinely, flour was added to the water and prenchidaring 1 min at 28 rpm. After
the premixing step, the mixer was stopped duringctx 1 min 30 s in order to gather the
dough in the middle of the bowl. This premixing ped2 min 30 s) will not be presented and
was not considered for mixing time or mixing eneeggluations. Mixing was restarted at 80,
90 or 100 rpm until the torque reached its maximexel at the time for optimal dough
development, referred to below ®s.« Three levels of mixing speed (80, 90 and 100 rpm)
and flour/water ratio [(1.04-1.09-1.14, wb) for @ntis, (1.11-1.18-1.25, wb) for Caphorn
and (1.30-1.34-1.39, wb) for Isengrain] were testeldur/water ratios K/W ratios) were
chosen on the basis of preliminary experimentsrdento obtain, for the three flours, the
same range of minimum torque levels (from 1 to B)\lreferred to below as baseline torque
(/v). From triplicate runs of the central conditiorO(8m, mediumF/W ratio), standard
deviations otpeakand/, were found to be less than 10% and 5%, respegtivel

Total specific mechanical energy (SME) impartedhe optimally developed dough
was calculated from torque/speed data accordifmtdl):

Z]N tpeak

eole Tt (1)

SME = @f r(t)dt =

whereN and ware the mixing speed (in rpm and rad.sespectively)M the dough mass
(kg), 7(t) the torque (N.m) at timé and tyeax the mixing time (s) needed to reach the

maximum torque. SME is expressed in J/kg.
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[1.3. In situ protein staining and dough observatio

Evolution of the protein phase distribution wasdstd during mixing using Fast
Green (Sigma, Germany) as a specific stain. Tyyical896 mg of stain per g of protein was
added to dough water. We checked that addition @st FGreen did not alter dough
development time or torque level. Dough sampling warformed at regular intervals during
a stop of exactly 30 s. The procedure did not keadny significant change, except thg
value, which was delayed by a few minutes becadstheo sampling stops. Dough was
sampled using a spoon while taking care not tauthsits surface. The dough sample was
deposited on a rigid plastic sheet. Two spacerk.mfmm were placed on both sides of the
dough layer and another rigid plastic sheet wagdadmnto its surface with gentle pressure to
smooth the surface. A Canon EOS 20D numeric caf@aaon, Japan) equipped with a 105
mm macro lens (Canon, Japan) was used to takergsctd dough samples. Natural lighting

(5200 K) was provided by two fluorescent lamps ([@E&W, Osram Dulux, Italy).

1. Results
[11.1. Flour characteristics

Extraction rates, biochemical and technologicalratizristics of the flours are given
in Table 2A.1. Extraction rate, ash and proteintents were very similar. Arabinoxylan
contents varied slightly, being less for Isengr&arinograph water absorptions and mixing
times were typical of standard breadmaking flouweith regards to the viscoelastic
behaviours, Caphorn gave stronger dough than Qsvantl Isengrain, which showed similar
extensibility /L ratio) and strength/).

Table 2A.1.Flour characteristics

Wheat Extraction Ash a;ytter Protein WEAX Total AX WA  MT?® wb4 P/L®
cultivar  rate (%) (% db) (%) (% db) (% db) (%db) (% wb) (min) (10*J)
Orvantis  71.08 041 8535 10.75 058 2233 58.0 1.9 227 0.97
Caphorn  71.69 046 8473 10.32 0.62 2.16 578 1.9 309 1.77
Isengrain  72.92 0.44 85.16 10.09 0.35 1.80 55.6 1.7 217 1.10

& Farinograph parametei/A = water absorption, 14% water ba$iEf = mixing time
® Chopin Alveograph parametetat= dough deformation worle/L = dough tenacity/extensibility ratio
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l11.2. Typical flour-water batter mixing curves froOrvantis, Caphorn and Isengrain

Mixing curves are given in Fig. 2A.la-f. Three sessive mixing phases were
typically observed for a flour-water batter:

1) First, a continuous decrease of the torque by 2 N.m just after the onset of hook
motion. This phase corresponds to the time needea@dach the steady state shear
regime and could be related to a thixotropic behwavof the batter. Indeed, during
this first phase, stress relaxation was observeasponse to a mixing stop, while
restarting of the mixing led to a stress oversltfoot shown).

2) A lag phase where the torque is minimum and nesngairly constant for variable
lapses of time. This torque is referred to belowhasbaseline torquéi). During this
phase, the dough mass always looked like a thiskension adhering to the bowl
wall and no thixotropic behaviour was detected upbopping or restarting the
mixing.

3) A sudden and progressive torque rise to a maxiymeached after mixing time =
tpeak During torque increase, the dough mass wrappadhdrthe hook and the whole
of it was carried by the hook &tak with little adherence to the bowl. Further mixing

led to a torque decrease as dough collapsed.

In order to get comparable baseline torques (IN-13), Orvantis was shown to require
more water (1.04 €/W ratio < 1.14) than Caphorn (1.11FW ratio < 1.25) and Isengrain
(1.30 <F/W ratio < 1.39). In the range &YW ratios studied, the effect of mixing speed was
similar for the three flours (Fig. 2A.1a-d)cac decreased as mixing speed increased from 80
to 100 rpm. For the three flours, a decrease/W ratio caused a decrease in baseline torque
(i.e. dough consistency) and an increasepin values (Fig. 2A.1d-f). Mixed at similar
baseline consistencies, the three flours showegc@rtrastedpeax values (Fig. 2A.1d-f). For
instance, at 90 rpm and baseline torque of caNIn® dough development of Orvantis was
faster ¢peak~ 10 min) than Caphoritpax~ 70 min) and Isengraitifax~ 100 min). This result
strongly contrasts with the rather similar Farirsggr mixing times obtained with standard
Farinograph mixing conditions (Table 2A.1). The weontrastedpeax Values observed for
cultivars Orvantis, Caphorn and Isengrain mixedbatters explain our selection of these

varieties from a larger lot of cultivars.
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Fig. 2A.1. (a-f) Effect of mixing speedN) and flour/water ratioR/W) on dough development curves
obtained at 25°C. (a-c) Effect of mixing speed), 100 rpm, ¢) 90 rpm and£) 80 rpm. (d-f) Effect of
F/W ratio; (closed symbols) high/W ratio, (grey symbols) mediuf/W ratio, (open symbols) low
F/W ratio.

[11.3. Effect of mixing speed on baseline torqud peak development time

The effect of mixing speed on development curveshswn in Fig 2A.1la-c for the
lowest F/W ratios. Increasing the mixing speed slightly ilas@s the baseline torque.

Considering that mixing torque™ and mixing speedN) are, respectively, related to shear
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stress ¢) and shear rate j{), the apparent baseline viscosity of the battg) €ould be

estimated from the following classical equivalegiationships:

g=ny = Iv=1pN )

where [}, is the baseline torque (N.m) measured during #uephase/y, is the apparent
baseline viscosity (Pa.s ~ N.m.rgrim our approximation) anl is the mixing speed (rpm).

In Table 2A.2, the apparent baseline viscosiy //N is shown for all the
experiments. For a same flour aRAN ratio, rather similar estimates gf were obtained
irrespective of the mixing speed, strongly suggesthat during the lag phase, all flour-water
batters can be considered as Newtonian fluidsadithited range of mixing speeds studied.

Table 2A.2. Estimation of baseline viscosity) from baseline torque’f) measurements at 25°C.

2 (10% N.m/rpm
Flour F/W ratio M ( pm) Avezragefyb
80 rpm 90 rpm 100 rpm (107 N.m/rpm)
Orvantis 1.14 2.38 2.30 2.43 2.37£0.07
1.09 1.62 1.66 1.72 1.67+ 0.05
1.04 1.10 1.10 1.18 1.13+ 0.05
Caphorn 1.25 2.70 3.17 3.06 2.98+ 0.24
1.18 2.00 2.00 2.14 2.05%£ 0.08
1.11 1.28 1.28 1.37 1.31+£0.05
Isengrain  1.39 2.64 2.46 2.92 2.67+0.23
1.34 2.04 1.99 2.00 2.10£0.03
1.30 1.50 1.51 1.56 1.52+0.03

%ny = MYN, Nis the mixing speed

Fig. 2A.1a-c showed that the higher the rotatioreespb was, the faster dough
development proceeded. Logically, we found the ngximetyeaxto be inversely related to
mixing speed. For the sake of comparistga values obtained at a givéaW ratio were
normalised by the corresponding value obtainedQatr@Bn (normalisedpeak = tpeal tpeak
isorpm))- Fi9. 2A.2 shows, for the three flours, a recgaioplot of these normalisegkakvalues
as a function of the mixing spest
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Fig. 2A.2. Effect of mixing speed on the inverse of normaligéme for dough development
(tpeartpeaxisorpm). ReSUIts from() Orvantis, ) Caphorn andd) Isengrain mixed at 25°C. Flour/water
(F/W) ratios as in Fig. 2A.1d-f; (closed symbols) highV ratio, (grey symbols) mediuf/W ratio,
(open symbols) low/W ratio. Arrow indicates extra experiment made wibngrain (50 rpmE/W
ratio = 1.39 and 25°C). Dotted line is regressitmgpof dough Isengrair-(W ratio = 1.39) according
to a power law relation.

Despite the small number of mixing speeds investijand the data scatter related to
the different flour behaviours, the results repwrie Fig. 2A.2 suggest thaéfeax would not
decrease linearly with mixing speed in the rangeOef00 rpm. This observation is
substantiated by an extra experiment performedatpi with the flour IsengrainF(W =
1.39); the arrow in Fig. 2A.2 shows the correspogdyoint. The inverse of normalisédax
values could be related to the mixing speed acegrth a power law relationshtgeax gorpmy/
tpeak = a.N P with b ~ 2.7 (dotted line in Fig. 2A.2). Data could alse fitted as well by a
straight line intersecting the-axis atN ~ 40 rpm. In the first caségeax Would increase
tremendously below 40 rpm and it will tend towamfnity as N decreases. The second case
would correspond to the existence of a thresholth@mixing speed (30 rpm MN¢nreshola< 50

rpm), below which the development of the gluterwaek would be hindered.
[11.4. Effect of flour/water ratio on baseline targ and peak development time

Effect of F/W ratio on mixing curves is given in Fig. 2A.1d-fr ftne medium mixing
speed. Decreasing tH&W ratio decreases the baseline tordyeand the apparent baseline
viscosity 77, consequently (see Table 2A.2). Fig. 2A.3 showshih@garithmic plot of the
variation of 7, with F/W ratio for the three flours. Data of an extra expent performed with
flour Orvantis at a loweF/W ratio (0.83) and 100 rpm is also given (verticabw, Fig.
2A.3).
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Fig. 2A.3. Influence of flour/water ratio on dough appareasdline viscosity/,). Results from )
Orvantis, A) Caphorn andq) Isengrain mixed at 80, 90, 100 rpm and 25°C. Wrindicates extra
experiment made with OrvantiB/{NV ratio = 0.83, 100 rpm, 25°C).

The three flours show roughly linear parallel bebaks suggesting that water acts as
a diluting phase that depressgs according to a power law relation with a rathienisr
exponent. At any giver/W ratio, /7, Isengrain <7, Caphorn <7, Orvantis, suggesting
differences in the water absorption capacity of theee flours. The apparent baseline
viscosity values of the three varieties ranked gneament with their Farinograph water
absorption and total arabinoxylan content (Table1l2Aln addition, soluble arabinoxylans
which are likely to contribute to the dough watbage viscosity were significantly lower for

Isengrain compared to Caphorn and Orvantis (Tahl&)2

Decreasing th&/W ratio strongly delays the onset of torque risg.(RA.1d-f). For a
given mixing speed and flour typg, andtyeakwere found to be inversely related, as shown in
Fig. 2A.4a-c. The slope of the relationship becorsteper at higher mixing speed, in
coherence with the occurence of a threshold mispged. Fig. 2A.4a-c also reveals large
differences between flours. At any given appareagebne viscosity 7f,), Isengrain dough
took a longer time to develop than Caphorn and @isaloughs. Thus, the variable water
absorption capacity of the flours, as far as reftected by their different viscosities, does not

seem to be the sole factor controlling the mixingget
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Fig. 2A.4. (a-c)Relationship betweentldcand apparent baseline viscosityg)( Mixing speed £) 80
rpm, (©) 90 rpm anddf) 100 rpm. Flour/waterR/W) ratios as in Fig. 2A.1d-f; (closed symbols) high

F/W ratio, (grey symbols) mediuf@W ratio, (open symbols) low/W ratio. Batters were mixed at
25°C.

[11.5. Protein phase distribution during dough nmgi

Pictures taken during the mixing of a dough Isemg( = 90 rpm,F/W = 1.34) are
shown in Fig. 2A.5a-h. Images on the left side igf RA.5a-h correspond to a view of 1.0 x
0.5 cm of the dough surface. Corresponding enladgéeails (x2) are given on the right side.

The first picture was taken at the beginning of tiging, during the initial decrease
of torque (Fig. 2A.5a). It shows numerous and smadtein lumps homogeneously dispersed
on a green background. Size of lumps does not dx2@am. At the end of the initial stress
overshoot period (Fig. 2A.5b), the gluten lumpsdmee larger (100-20Qm radius) and the
background becomes whiter, manifesting the stroggremating tendency of the smaller
initial gluten particles. During the following 50immixing period, corresponding to the lag
phase, the main change is the apparition herehamnd of a few filamentous protein structures
(Fig. 2A.5c-f).
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Fig. 2A.5. (a-h) Evolution of the protein phase distribution in teatlsengrain during mixing.
Flour/water F/W) ratio = 1.34, mixing speed = 90 rpm, mixing temgbere = 25°C. See Fig. 2A.1f for
torque mixing curve. Scale bar = 1 mm. Picture §igex 0.50 cm (left side), 0.5 x 0.25 cm (rigldesi

These protein strands seem to grow in length antuimber as the mixing time approaches
the end of the lag phase. At the end of the lag@liBgig. 2A.5f), strands are so long that they
begin to span the distance between neighbourintergllumps. Fig. 2A.5g, taken in the
middle of the torque rise, shows that gluten lummsnow more frequently connected to each
other by gluten strands. Ageak(Fig. 2A.5h), gluten lumps have disappeared andgthten
phase is homogeneously spread over the dough hetdorm of a filamentous network of
gluten strands. Upon further mixing, the filamerstaetwork structure vanished (not shown).
The dough becomes evenly green, demonstratinghtbatize of gluten particles or strands, if

still existing, is now below the image resolutiaale (6.9um = 1 pixel).
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Fig. 2A.5.(Continued)

V. Discussion

The three flours tested are in the medium Frendtingarange. They look very
common and similar in terms of their biochemicalmpmsition, Farinograph water
absorption, Farinograph mixing time and Chopin Aly@ph characteristics (Table 2A.1).
Regarding mixing times anB/W ratios required for optimal development as battdigy
exhibit very contrasted behaviours. Water acts lagstAn enhancer of flour differences and as

a depressor of gluten network development rate.
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A specific mechanical energy input of about 40 gJi& required for optimal dough
development in the Chorleywood bread process foida range of flours (Chamberlain et al.,
1967). Less energy (20 kJ/kg) is required for theehch baguette” development in a
planetary mixer. As indicated by Fig. 2A.6, venntasted SME values were calculated for
the flour-water batters studied here. A high medarenergy input (from 100 to 160 kJ/kg)
was needed to develop flour-water batters fromdssn, while the required energy was
lower for Caphorn (42-90 kJ/kg) and still much lovier Orvantis (14-21 kJ/kg). Moreover,
for the same flour type, SME varied with mixing sgeandr/W ratio (Fig. 2A.6). Typically,
less energy was required as mixing speed rises 80nto 100 rpm. The situation is even
more drastic for the flour Isengrain for which SMEalways varying with mixing speed for
the thred~/W ratios tested.

180
Isengrain
160 A

140 ° A
120
100 t =
80 r
60 r Caphorn
a0 | w92

20 ‘FEO 4 Orvantis
0 s

SME (kJ/kg)
O
>

0 20 40 60 80 100 120 140 160

tpeak (min)

Fig. 2A.6. SME required to develop batters Orvantis, CaplamichIsengrain. Batters from same flours
are grouped inside the same insert. Mixing speg@®@ rpm, ©) 90 rpm anddf) 100 rpm. Flour/water
(F/W) ratios as in Fig. 2A.1d-f; (closed symbols) highw ratio; (grey symbols) mediuf/W ratio;
(open symbols) lowr/W ratio. Batters were mixed at 25°C.

Actually, even in bread dough mixing, SME cannot \newed as a real control
parameter of the mixing process. It is rather atputuvariable that represents the cumulated
power spent during dough mixing urtiikac and its calculation requires torque dpdy data.
SME is a useful tool in order to adjust the mixilmge as a function of the mixing speed or
the dough temperature and it gives an estimatbeogfficiency of the mixing device. In that

respect, values calculated for the batters revea the efficiency of the planetary mixer
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strongly depends on the flour type. Caphorn andgisen doughs needed far more energy
than Orvantis in order to develop into a gluterwoek.

The parametric control dfeax Values was further investigated in order to prepas
general framework for the prediction of gluten naetkvdevelopment in flour-water batter.
Results presented in Figs. 2A.2 and 2A.4 showettfhawas inversely related, on the one
hand, to the apparent baseline viscogifyand, on the other hand, to more than the square of
mixing speed, suggesting that the instantaneousipoivthe mixer delivered during the lag

phase (1.N = 77,.N % might control dough development.
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0.20 + ....
< .
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) \ AD g .................... [ |
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Fig. 2A.7. Prediction oftpeax from instantaneous powefi(N) delivered to the dough during the lag
phase. Lines are linear regression plots of mixiatn obtained for each flours. Mixing spéé@) 80
rpm, @) 90 rpm anddf) 100 rpm. Flour/waterH/W) ratios as in Fig. 2A.1d-f; (closed symbols) high
F/W ratio; (grey symbols) mediuf@/W ratio; (open symbols) low/W ratio. Batters were mixed at
25°C. Arrows indicate extra experiments made witkia@tis (N = 100 rpm,F/W ratio = 0.83, 25°C)
and IsengrainN = 50 rpm,F/W ratio = 1.39, 25°C).

As shown in Fig. 2A.7, the instantaneous powerveedid to the dough during the lag
phase (5.N) allows a good prediction of the inversetf. This parametric variable controls
the gluten network development rate and its intgnsirelated to the flow behaviour of the

batter, i.e. to the baseline torque or viscositye Televant equation of the plots in Fig. 2A.7
has the following form:

with a andb varying with flours and being given in Table 2A.3.
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The validity of Eq. (3) was checked by performingra mixing tests with Orvantis
(F/W ratio = 0.83;N = 100 rpm) and Isengraif-/W ratio = 1.39;N = 50 rpm). Additional
points were aligned with the previous series (asrow Fig. 2A.7).

Comparison of the values calculated for thparameter shows thatdjusted at the
same baseline torque, Orvantis dough will develop @&id 6.4 times faster than the
corresponding Caphorn and Isengrain doughs. Basdiamque, i.e. apparent baseline
viscosity, by itself cannot be understood as acaabal parameter tf.ax Otherwise a unique
relationship would have been found for the threar$ in Fig. 2A.7.

As expressed in EQ. (3Jpeax Will tend towards infinity when’,.N tends towards
[7b-N]erit = b/a, [Ib.N]erit representing the critical combination of the mgispeed and the
F/W ratio for which gluten development would neverwcdndeed, an attempt to develop a
more diluted batter Orvantis-AW ratio = 0.7) at 100 rpm remained unsuccessful aftere
than 5 h mixing. In that case, tiig.N combination remained below the critical threshold
([7b.N]ciit) because the baseline torque was very low (beld Nm). Excessive flour
dilution, as well as very low mixing rate (see adpinhibits gluten network development.
The critical 7,.N combination was lower for Orvantis than for Caphor Isengrain (Table
2A.3). The low [,.N]eic found for Orvantis could explain why an almost d¢ans and
moderate SME value was observed for batters maithettvs flour (Fig. 2A.6).

Table 2A.3.Results of the fitting of curves from Figure 2A.7.

Equatiori =
Flours Upeak=alp.N - b [/5-Ncrit

Slope @) Origin (b)
Orvantis 9.268 x 16 1.998 x 1¢ 21.55 0.981
Caphorn 3.456 x IH 1.564 x 16 45.25 0.971
Isengrain 1.435 x 1D 7.439 x 10 51.85 0.975

2Slope @) in min.N~.m™.rpm?, Origin () in min*, [/5.N]erit (= b/a) in N.m.rpm.

Corroborated by the discrete micro-structure of siigtem during the lag phase (see
Fig. 2A.5a-h) we can reasonably assume that flour-water bater lie assimilated to a
suspension of small rigid particles (the starcinglkas) and large and deformable microscopic
gluten lumps. According to this simplistic viewetfiow behaviour of the batter should be
controlled by the viscosity of the suspending fl@dd by the volume fraction of solid
particles (i.e. theF/W ratio and the absorption capacity of the flouReliin dense non-
colloidal suspensions (Krieger and Dougherty, 1938) suspensions of solid particles,
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transition between free individual flowing and ealfiive behaviour of the particles is
observed when the solid volume fraction exceedsi3Ph- (Coussot and Ancey, 1999;
Mansoutre et al., 1999; Quemada and Berli, 2002)arege corresponding to the starch
volume fraction of the less diluted batters studiexie. Peighambardoust et al. (2006b)
recently gave evidence that shear-banding migheggonsible of the gluten-starch demixing
observed in bread dough developed under simple $loga Similarly, Tolstoguzov (1997)
postulated that, in mixed dough, the migrationtafch granules in the direction of the shear
gradient contributed to gluten-starch segregation.

Following the assumptions recently introduced bgft@r (2006a,b), Kieffer and Stein
(1999) and Peighambardoust et al. (2006b), we [aistthat above some criticBIW ratio,
initial formation of gluten lumps is driven by segation of starch and gluten particles upon
shearing, but also by the attractive potentiallafemn proteins. It means that the formation of
gluten lumps would not only result from collisioe$ small micrometric gluten particles
derived from the erosion of the flour particles lalgo from colloidal attractions between
gluten proteins. We believe that formation of wgakbhesive protein flocs resulting from
colloidal attracting forces could be responsible foe stress overshoot observed at the
beginning of the mixing. Usually, this kind of stsetime response is related to a destructuring
action of the shear flow on the material structure.

During the lag phase, once large gluten lumps \i@reed, the increasing occurrence
of filamentous gluten lumps exemplifies the subseqstructural evolution of the system. In
planetary mixer, both extensional and pure sheainsare encountered as the hook moves
close to the bowl wall and then far from it. Thepkgd stresses are of transient nature because
only part of the dough mass is sheared at onceth®oparticles in the suspension undergo
repeated cycles of strain and relaxation. Glob#iey intensity of the shear stress applied to
the system remained unchanged since the bulk vigcosmained stable. Locally, the
situation might be more complex and we can imagina gluten-starch segregation under
shearing comes with some extra-squeezing of themgllumps between the layers of starch
granules. In that respect, larger gluten lumps dauffer larger strains. We propose that
gluten lumps undergo some mechanically driven nasitum step during the lag phase, by
repeated cycles of strain and relaxation, whiclallynresults in their flowability and their
transformation in gluten strands.

Differences in behaviour of different cultivars vidurely on both the attractive
potential of their gluten proteins and their stauchume fraction, linked to th&/W ratio.

Both factors should influence the batter viscostyd its flow properties. Adopting the
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classification proposed by Coussot for granular emals, flour-water batter would then
belong to the class of granular pastes in whicln Isofft and hard interactions influence the
flow behaviour (Coussot and Ancey, 1999; Cousd0d52. The attractive potential of gluten
proteins would play a larger role in determining thate of dough development in the case of
batters than in the case of usual bread doughdsing the volume of the suspending liquid
phase might shift the equilibrium between free agdregated forms of gluten colloidal
particles. It would be the reason why the threaur8p which looked very similar when

processed at high flour/water ratio, exhibited swaie differences when processed as batters.

V. Conclusion

This work aimed at studying the microstructuralnfation and the key mixing
parameters involved in the gluten network develapmef flour-water batter. At a
microscopic scale, total gluten formation occur$wo successive steps. During the first step,
mixing promotes the formation of micro-sized gluteimps, transforming the flour-water
mixture into a suspension of gluten lumps and btgranules in water. Mechanisms of gluten
lumps formation would rely both on the action ofllgdynamic forces which promotes starch
and gluten segregation and on the colloidal atbacbf gluten proteins. Gluten lumps then
evolve during the second step into gluten strardsuntable for the dough viscosity increase
to tea We define that the optimal gluten network develept occurs when all the gluten is
under its filamentous form and entraps all the toomass. We propose that during the lag
phase, gluten lumps undergo a maturation procesgitially results in their flowability under
mixing, allowing the formation of gluten strandsh@her this maturation involves a change
in the protein composition of dough, in the vis¢aséic properties of gluten or in the size of
gluten lumps will be the subject of our future istigations.

The time needed to reach optimal gluten networletigment in batter was inversely
related to the instantaneous power of the mixaveled to the dough during the lag phase (=
I',.N) and not to the total SME &tk It reveals the importance of the baseline tor@ypand
baseline dough viscosity in gluten development. e\, this relationship strongly depends
on the flour type.

Our results show that increasing the dough wataterd can be a convenient tool to
get new structural data on the phenomenologicaintsvdeading to gluten network
development. Water dilution strongly delays doughedlopment and reveals large differences

between otherwise very similar flours.
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RESUME/CONCLUSION

Cette étude montre que la formation du réseau akergl au sein d’'une pate diluée,
repose sur un meécanisme unique, constitué de deape% controlé par la puissance
instantanée délivrée par le pétrin au cours dehs@ de latencd{.N), et dont la cinétique
dépend des paramétres du pétrissage (hydratatioitesse). La premiere étape induit la
formation de larges agrégats de gluten. Ce phénemmeénait plutbt spontané et pourrait étre le
résultat d’'une forte attraction colloidale entre particules de protéines de la farine et/ou d’'un
effet de ségrégation des AX. Cette premiéere étapmécanisme conduit a la formation d’'une
pate diluée qui, dans sa phase de latence, pautcébsidérée comme une suspension de
sphéres molles déformables (agrégats de gluteid spheres dures non déformables (grains
d’amidon) portées par un fluide visqueux, constiieél’'eau et des éléments solubles de la
farine (AX notamment). Les agrégats de gluten sataalors déformés par le laminage des
grains d’amidon et par le cisaillement provoqué fmrsysteme de pétrissage pour se

transformer en totalité en filaments de glutencawrs de la deuxieme étape du mécanisme.

Toutefois, cette étude montre un effet variétad tréportant. Tout d’abord, les farines
présentent des capacités d’absorption d’eau tfé&ratites, en raison de leur teneur en AX
notamment. De plus, pour une méme puissance iasimtfournie, qui integre pourtant la
différence de capacité d’absorption d’eau, Orvasgéisdiéveloppe beaucoup plus rapidement
gue Caphorn, et encore plus rapidement qu’lseng@eta se traduit d’ailleurs par des écarts
de SME nécessaires au développement optimal dergloés élevés entre les trois farines
étudiées (14-21 kJ/kg pour Orvantis, 42-90 kJ/kgrgdaphorn et jusqu’a 100-160 kJ/kg pour
Isengrain). Dans les mémes conditions de pétriss@geantis présente une trés grande
stabilité au pétrissage par rapport aux deux atdreses. Pourtant, le fait d’obtenir une loi de
dépendance dtpeak @ la puissance instantanée similaire pour les waiiétés, ou seuls les
facteurs de la relation different, suggére fortemem’'un constituant biochimique

interviendrait également dans les mécanismes dagglation du gluten.
Cette étude paramétrigue est un premier pas poprélagnder les mécanismes

d’agglomération du gluten. Elle sera suivie, notantn par I'étude des modifications

biochimiques se produisant sur les protéines dieglau cours du pétrissage.
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Chapitre 2B — Calibration rhéologique du pétrin P6®

OBJECTIF

Dans le chapitre précédent, nous avons clairemeist en évidence que le
développement optimal du réseau de gluten est @éninécaniquement par la puissance
instantanée délivrée par le pétrin au cours ddése de latencéy.N). Toutefois, la relation
trouvée est propre a une variété de farine mags esdt surtout vraie pour la géométrie du
pétrin utilisé dans I'étude. Ce pétrin présentaélldiars une géométrie relativement complexe,
méme si elle est courante dans le commerce. Lagal®tation sur elle-méme, tourne autour
de I'axe central, telle la Terre autour du Sol@ih définit d’ailleurs le pétrin P600 comme un
pétrin planétaire. Selon la géométrie des éléemamigétrissage (bol, pale, rayon de rotation)
et la nature du fluide, ce mouvement peut facilanmeduire a la fois du cisaillement, de la
compression ou de I'élongation. Or, la nature deldformation influence énormément le
développement du réseau de gluten (Lee et al.,; Bfihambardoust et al., 2006b).

D’autre part, cet équipement de pétrissage mesueouple en N.m et une vitesse de
rotation en rpm, unités qui ne font pas partie du & dont les valeurs sont exclusivement
propres a ce pétrin. Dans ces conditions, il ést difficile de transposer les résultats obtenus
sur ce pétrin a d’autres pétrins, et vice-versaefi@t, ce pétrin n'a encore jamais été utilisé
dans la littérature pour pétrir un mélange d’eadectarine. Tous les essais de pétrissage sont,
jusqu’a présent, menés sur des pétrins de laboradai type farinograph ou mixograph dont
la géométrie est totalement différente et dont yakeurs de couple et de vitesse sont
également exprimées en unités arbitraires. Pouoispdavantage la multitude de résultats
obtenus avec différentes géométries de pétrisdagedrait homogénéiser les données et les
exprimer en unités du S.1.: Pa.s pour la viscatitéa pate et Spour la vitesse de rotation de
la pale. Une telle calibration, qui permettraitlégeent d’intégrer les résultats obtenus sur des
rhéometres, qui expriment déja les valeurs de sitE@t de vitesse de cisaillement en unités
du S.I., permettrait surtout de faciliter le trarsindustriel des résultats.

L’objectif de ce chapitre est donc de calibrerd¢rip P600 dans le but de convertir les
valeurs de couple (en N.m) et de vitesse de rotgga rpm) en valeurs de viscosité de pate
(en Pa.s) et de vitesse de cisaillement de la (mles'). Cette étude devrait également

permettre de mieux comprendre le fonctionnemengéltn utilisé dans I'étude.
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Publication n°2 -Power consumption of a planetary
mixer: Application for the determination of
apparent shear rate and viscosity of flour-water

batters*

Abstract

Reynolds and power numbers are convenient parasntiecharacterize the power
consumption of stirred tanks. These dimensionlagsshers are now well established for
agitated vessels equipped with a vertically andraiy mounted impeller for both Newtonian
and non-Newtonian fluids. To our knowledge, thesemore ambiguity concerning their
definition for planetary mixers, especially wheesh mixers present dual motions to achieve
energy input and homogenization. In this study,pr@posed modified Reynolds and power
numbers for such a planetary mixer: the mixer bB@00 from Brabender we use here to mix
flour-water batters. This mixer is usually usednon-food area for testing the properties of
plastic powders, like their liquid absorption oeithplasticizer absorption rate. Experimental
power measurements carried out on this mixer shotkat the modified dimensionless
numbers proposed, which involved the maximum ingpelip speed as the characteristic
velocity, succeeded in obtaining a unique powewneuiThis agreement proved that the
dimensional analysis proposed can be well adapgieerigineering purposes. We used the
dimensional analysis to calibrate the mixer bowd®&om a rheometrical point of view. We
determined the specific mixer constalis(= 27.85) andKs (= 4.94) that respectively links
the mixing torque to the stress and the mixing dgeahe shear rate. We foukd is a pure
geometrical constant of the mixer bowl P600. Thadibcation allowed us to extract the
viscosity/shear rate curves from the recorded ®frgior speed data. Results demonstrated
the reliability of the calibration method used. Bux technique could be useful to provide
accurate viscometric data during the mixing pro@ess to compare the power consumption
performances of planetary mixers with those of sgstlablished technologies.

*Auger, F., Morel, M.H., Dewilde, M., Red|, A., Degblace, GIn preparation
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[. Introduction

Several types of planetary mixers and off-centel@able agitators are widely used in
flour dough mixing processes. It is well known thaking parameters strongly influence the
gluten network or dough development. Among the ggecgparameters, we recently showed
that the instantaneous power delivered to a floatewbatter is a key parameter to control the
process of gluten network developme@hépter 2A). The nature of the mixing action was
also shown to be critical for dough developmente(le¢ al., 2001; Peighambardoust et al.,
2006b). Using numerical flow simulations, Jongenakt(2003) showed that conventional
dough mixers induce shear and/or elongational flowdifferent ways. Nevertheless, little
attention was paid in literature to the calibratadrdough mixers from a rheometrical point of
view. Experimental laboratory mixers used for tlssessment of flour quality (Mixograph,
Farinograph, Consistograph) record the torque @sg@d in N.m or in arbitrary units) as a
function of mixing time at a fixed rotational spe@kpressed in revolutions per minute, or
rpm). Torque values are dependent on the geométheamixer used and it is actually very
difficult to have an idea of the shear rates {th and dough viscosities (in Pa.s) encountered
during mixing (Haraszi et al., 2008). However, #mowledge of these fundamental data in
universal units would facilitate mixer scale upmgmarison of mixers efficiencies and relation
with data obtained from simple shear experimenitslaoted with a rheometrical instrument.
The concept of mixer calibration has been extehsiveed since the pioneer work of Metzner
and Otto (1957), in which they proposed a procedoreestimating the power consumption
when mixing non-Newtonian fluids in systems witlffelient geometries. Two dimensionless
variables, the power numbak, and the Reynolds numb&, where chosen to describe the

mixing processes. The mixer calibration is basedhendetermination of mixer constarts
and Ks linking mixing torque () to viscosity ), and mixing speedN) to shear rate ),
respectively. Hence, the knowledge Kf and K allows to express experimental data in
universal units:

n=1f(N, 7, Kp) and y =f(N, Ky 1)
whereN is the mixing speed (in reW’} /" is the mixing torque (in N.mK, is the product of
the power numbeN, by the Reynolds numbdR when mixing Newtonian fluids under
laminar regime an#s is the constant of proportionality that links &féective shear rate (in

s%) and the rotational speed of the impeller (in $&vwhen mixing non-Newtonian fluids
under laminar regime. The use of mixer const&ptandKs to determine apparent viscosities
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(in Pa.s) and shear rates (if) $s actually well documented in open literatureek@place et
al., 2000; Rieger and Novak, 1973; Shamlou and HEdisydl 985; Brito-de la Fuente, 1991;
Carreau et al., 1993). Nevertheless, the deterromatf K, requires the knowledge of
dimensionless numbens, andR.. The determination of those dimensionless numbess ha
been well established for classical mixers, refgrrto impellers vertically and centrally
mounted in the tank. Unfortunately, this is not tyet case for off-centered double agitators,
co-axial and planetary mixers. However, these ngia@quipments are taking a big sweep in
process industry, fulfilling the need of consumdéos complex products with specific
functionalities. Analysis of their performance ciaeristics have appeared only recently in
the literature. Tanguy et al. (1996, 1999) havedooted pioneer and more intensive works
on non-conventional mixers. However, the literatisestill scarce if we focus only on
planetary mixers (Landin et al., 1999; Zhou et2000; Jongen, 2000; Delaplace et al., 2004,
2005, 2006). These papers have highlighted thecdlifiies to compare the performances of
planetary mixers with those of well-established ensx Therefore, it is needed to modify the
dimensional analysis established for classical msixand to adapt it for non-conventional
mixers. For planetary mixers, the problematic issue define the characteristic velocity and
length of the mixing element.

Delaplace et al. (2005, 2006) have recently ingastd, through a dimensional
analysis, the power consumption for a particulanptary mixer: the TRIAXE system,
which combines two perpendicular revolutionary m$. They proposed modified Reynolds
and power numbers, which involved the maximum itepeip speed as the characteristic
velocity and a dimension perpendicular to the gattaxis of revolution as the characteristic
length. They showed experimentally that such dinoehsss numbers allowed to obtain a
unique power and mixing characteristic of the myxsystem, regardless of a variation in
speed. Moreover, the modified dimensionless numlpgoposed by these authors are
consistent with the definition of classical Reyrolhd power numbers when the impeller is
forced to perform only one motion around the veltiaxis in the tank, as in the case of a
classical mixing system.

To our knowledge, such an approach has not bedreddpr planetary mixers used
for flour dough mixing. We propose to use this noeiitiogy on the planetary mixer bowl
P600 from Brabender we use to mix and develop fleater battersGhapter 2A). The aim
of this paper is (i) to propose and ascertain tiability of modified Reynolds and power
numbers for this mixer, (ii) to use the power cuokgained to propose mixer constakis

and K for this particular mixer using Newtonian and ghieénning fluids as calibration
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fluids and, finally (iii) to determine apparent sheates and batter viscosities encountered in
our mixing device, allowing to follow the dough @tepment by plotting the apparent
viscosity (in Pa.s) as a function of mixing time.

[I. Experimental

II.1. Mixing equipment

The mixing equipment used was a planetary mixer|b@@00 (Brabender OHG,

Germany) equipped with a dough hook (Kenwood stirinsert, Brabender OHG, Germany)
and thermostated with a water double jacket (F8y1P

Fig. 2B.1: Picture of the planetary mixer bowl P600 investgiin connexion to the lab-station unit.

The mixer was coupled to a Plastograph lab-sta(fBmmbender OHG, Germany)
which allows continuous torque, speed and temperatecording. The experimental
temperature (22, 25 or 40°C) varied in functiontteé tested fluid (Tables 2B.1-2B.2). The
hook displacement is characterized by two revohattg motions, gyration and rotation,
around the vertical central axis. Gyration is tegotution of the vertical axis of the hook
around the center of the mixing bowl, whereas rotais the revolution of the hook on its
own vertical axis (Fig. 2B.2). We determiitNg and Nr respectively as the gyrational and

rotational impeller speeds. These double motiamsing in opposite direction, allowed the
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hook to periodically come in contact with the emtwolume of the vessel. In this work, the
mixing tool was a dough hook with a diameatgr= 9 cm fixed inside the rotating central orbit
with a diameteds = 6 cm (Fig. 2). The vessel used was a cylindén wiconical bottom and
the height of the impeller tiplt was 4 cm. The diameter of the vessel at the irapéib

heightHt was 18 cm.

N LAB-STATION

P

Gyration k/ Ne _q g
N .

Fig. 2B.2: Main dimensions of the mixer bowl P600 equippecwaitdough hookN is the revolution
speed of the drive shaftl; andNg are respectively the gyrational and the rotatiomgleller speeds,
ds anddr are respectively the diameter of the gyrational e rotational motions artdf andH+ are
respectively the liquid height and the impeller bipight. Hr is a parameter which indicates the
position of the agitator in the bowl.

The mixing equipment was driven by the unique \deiasspeed motor of the lab-
station, which induced rotations of the drive sh@f) ranging from 0 to 150 rpm. The
reduction gearbox ratio for the gyratioNg(N) was equal to 1.5, whereas the reduction
gearbox ratio for the rotatioMN&/N) was equal to 5 (Fig. 2B.2). The lab-station wasigped
with a torquemeter in the range of 0 to 10 N.mediy connected to the drive shaft. The total
power consumption of the planetary mixer bowl P8@® obtained from torque and speed
measurements carried out directly on the motoredshaft, upstream from the reduction
gearbox.

Experimental measurements were carried out with ¢ &f several fluids,
corresponding to a fluid height, of ca. 5.5 cm (Fig. 2B.2). The diameter of these¢sit the

surface of the fluidH,) was 18.5 cm.
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[1.2. Mixed fluids

Different Newtonian and shear-thinning fluids werixed in the planetary mixer bowl
P600 at drive shaft speedsl)(ranging from 20 to 120 rpm. Four Newtonian fluids
(Polybutene oils, Poulten Selfe and Lee Ltd., UsYaring a wide range of viscosity (6/x<
41 Pa.s) were used to estimate the modified Regnaidl power numbers of the planetary
mixer and to determine the power constigtof the mixing device. Five different shear-
thinning fluids were prepared covering a wide raon§dlow behaviour index (0.12 1 <
0.76) to determine the constafit The shear-thinning fluids tested were aqueougtisols of
carboxymethylcellulose CMC, guar and alginate (Zig@ermany). Details of the different

fluids tested are given in Tables 2B.1-2.

Table 2B.1 Rheological and physical properties of the Newaoriluids used

Fluids Densit_%p Viscosity 7 Temperature of the agitated liqusd
(Kg.m™) (Pa.s) (°C)
Polybutene oil S8000 874.0 5.94 40
Polybutene oil N4000 875.6 9.13 25
Polybutene oil S8000 881.7 21.13 25
Polybutene oil N15000 888.9 40.69 25

Table 2B.2 Power law parameterk &ndn) of the shear-thinning fluids used

Fluids k (Pa.§) n 6(°C) Range ofy (s%)
2% Guar gum 105.27 0.12 22 10 - 90
3% CMC 173.37 0.26 22 10-100
2% CMC 59.53 0.34 22 10-100
6% Alginate 25.11 0.66 22 20 - 100
5% Alginate 9.34 0.76 22 10-90

[1.3. Viscous properties of mixed fluids

The viscous properties of the mixed fluids wereedatned using a strain-controlled
rheometer (ARES, TA Instruments, USA) equipped witbone-and-plate geometry (50 mm
diameter, 0.04 rad angle, 0.046 mm gap). Rheolbgigaeriments were performed at 22, 25
or 40°C, as during mixing experiments (Tables 2B.1A power-law model (Ostwald de
Waele’'s model) was chosen to describe the sheamitlty behaviour of the pseudoplastic
fluids. The resulting values obtained by linearesgion of the power-law constantsapdk)

are given in Table 2B.2
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lll. Theoretical Aspects

[ll.1. Dimensional analysis for a conventional a&jéd vessel

We define a conventional agitated vessel as a mexnpped with an impeller
vertically and centrally mounted in the tank (FB.2). For a such mixer geometry, the
dimensionless Reynolds numiies and power numbeN, are now well established when a

Newtonian fluid is mixed:

p.N.d?
Re= 2
. (2
No P _ 2nr (3)

- p.N3.d5 ~ p.N2.dbs
wherep is the fluid density (in kg.i), N is the mixing speed (in rev'} d is the agitator
diameter (in m)s is the dynamic viscosity (in Pa.§)js the power (in W) and is the torque
(in N.m).

N R

. =k

d

T

Fig. 2B.3: Classical geometric parameters and notations usednixing vessel equipped with an
impeller vertically and centrally mounted in theka

In a such mixer, the characteristic length andctiracteristic velocity of the mixing
element are, respectively, the agitator diametnduc, (= N.d). Note thatu., is proportional
to the maximum linear velocity encountered in tessel (=7zN.d and corresponds to the

maximum impeller tip speed divided oy
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[1l.2. Dimensional analysis for the planetary mixmwl| P600

For a planetary mixer, the dimensional analysimase complex due to the occurrence
of two revolutionary motions. In a such mixer, tttaracteristic length of the mixing system
is actually more complex to define and the maximun@ar velocity encountered in the vessel
does not depend on the mixing speed of the driadt N) but on the two revolutionary
speedd\s andNg. Therefore, the classical Reynolds and power nusndteould be adequately
modified to take into account the complexity of tbembined motion followed by the
agitator. In Fig. 2B.4, we propose a simplified tskeof the mixer bowl P600 to take into
account its particular geometry.

No k|,

Rc

Fig. 2B.4: Sketch angymbols used for the mixer bowl P600.

Assuming that the acceleration due to gravity dagsnfluence the mixing process of
highly viscous fluids, the list of relevant dimemsal parameters influencing the power
consumption, when mixing Newtonian fluids with filanetary mixer bowl P600, is:

f(NRr, Ng, dr, dg, p, 7, P, installation conditions) = 0 4)
whereNgr andNg are respectively the rotational and the gyratiomgdeller speedsjr anddg
are respectively the diameter of the rotational #mel gyrational motionsy is the fluid
density, 7 is the fluid dynamic viscosity and is the power of the mixer. The installation

conditions refer here to the position of the agitan the vesselHr) and the liquid heightl, .
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A closer look at Eq. (4) facilitates a reductionti® number of physical quantities in
the list of relevant parameters. Indeed, it is fdsg0 introduce as a characteristic velocity
Uch, @ Value which is proportional to the maximum ithgretip speed (discussed later) and
consequently to reduce the list of relevant physiaaables by three parameteMz( Ng and
dr):

f(Uch, dg, p, 17, P, installation conditions) =0 (5)

For fixed installation conditions and a given pliamg systemdr/ds is constant), this

5-parametric dimensional space leads to a poweractaistic consisting of only two pi-

numbers:
f(Rem, Npm) = 0 (6)
with
Rew =2 '“:7“"]'6 7)
Nowm = P —_2n.NI (8)

T plend.de? T p.lend.d?
wherep is the fluid density (in kg.i), uc is the characteristic velocity (in rev.i)sdg is the
diameter of the gyrational motion (in nm),is the dynamic viscosity (in Pa.$),is the power

(in W), is the torque (in N.m) an is the mixing speed of the drive shaft (in réy.s

To sum up, we propose modified Reynolds and powerhers for the planetary mixer
bowl P600 in Egs. (7)-(8). The dimensional analgdithe power consumption of this mixer,
in a fixed installation condition, leads to a redaship between the two pi-numbers (see Eq.
6) if a characteristic velocity proportional to thaximum impeller tip speed is introduced in
the parametric dimensional space. In the followsegction, the way to compute the
characteristic velocity for the mixer bowl P600 Wbk detailed. Then, the reliability of the

two pi-numbers proposed will be ascertained, upmger consumption measurements.
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[11.3. Determination of the characteristic velociy the planetary mixer bowl P600

For the planetary mixer bowl P600, which combiresdual motions reported in Fig.

2B.4, the instantaneous position of a point M ledaat the impeller tip in a fixed reference

frame R (0,X , Y, Z) is given by (see Appendix 2B.l):

Ro.CO$2M Ne.t) + Re.sin(21tNr.
Rc .SiN21Ne.t) + Rr.CO$2TUNR.t

_

(oM) = ©)

whereNg andNg are respectively the rotational and the gyratiomgleller speeds (in revty
Rr and R are respectively the radius of the rotational #rel gyrational motions (in mj,
represents the time (in s) ahdepresents the altitude of the point M (in m) he reference

frame R.

0,1

initial position

-0,1

X coordinate

- ‘L"

-0,1

Y coordinate

Fig. 2B.5: Path of the impeller tip inside the vessel, ovee esomplete path (thin continuous line),
over one gyration period (large continuous line)l aver one rotation period (circle symbols). The
size of circle symbols increases as the instantanauopeller tip speed increases. Sight of the fop o
the vessel, in the reference frame R defined inefydpx 2B.1. Units are in m.

From Eq. (9), it is possible to draw the virtuattpaf the impeller tip into the vessel.
Fig. 2B.5 is an example of the complete path peréat by the impeller tip into the vessel for
N = 80 rpm. The large circle appearing in Fig. 2BvBh a diameter of 18 cm, corresponds to
the cross section of the vessel with a horizontaiglocated at the impeller tip heighty(=4

cm). We have chosen to draw the instantaneous posiidhe point M over one rotation
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period, over one gyration period and over its catglpath into the vessel (Fig. 2B.5). We

can oberve that the hook comes in contact witletlige volume of the vessel, except for:
) an area close to the vessel wall, where a gdpsofm is observed.

i) an area located in the middle of the bowl, amuhe central axis. This dead zone

is contained in a circle with a diameter of 3 cm.

We might suggest that such dead zones exist ta aantacts between the hook and the
bowl wall in order to not damage the mixing devisee Fig.2B.2). Moreover, we can observe
that the complete path of the impeller tip requirese gyration periods. Consequently, due to
the reduction gearbox ratio of the motioh/Ng = 5/1.5 and\N/N = 1.5), the complete path
of the impeller tip requires ten rotation periodsl &wo revolutions of the drive shatft.

For the planetary mixer bowl P600, the magnitudestantaneous impeller tip speed

in an inert reference frame is defined as follosee(Appendix 2B.11):

2 2
Uimpeuemp(t)=\/(2n.RG.NG) + (2rReNR) - 2(21°.Re.Re.Ne.NrSIN@TNG.t + 2TNR ) (10)

The evolution of the instantaneous impeller tipespavith time is illustrated in Fig.
2B.6, for two mixing speeddN(= 80 rpm andN = 100 rpm) and over one gyration period,
which requires 0.5 s & = 80 rpm and 0.4 s & = 100 rpm.

w
[=}

g
©

g
[

NG
N

2,0

1,8 1

Instantaneous impeller tip speed (m.s™)
N
N
1

1,6

114 T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Time (s)

Fig. 2B.6: Example of evolution of the instantaneous impéiierspeed with time over one gyration
period, atN = 100 rpm (black line) and = 80 rpm (grey line)
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For this planetary mixer, the instantaneous impéilespeedimpeier ip(t) in an inert reference
frame is not constant with time. We can observesssions of acceleration and deceleration
phases, revealing the transient nature of the mikito the vessel. Increasing the drive shaft
mixing speed ) increases the maxima and minima impeller tip dpealues but also
increases the amplitude of oscillation betweendhe® extremesUmpelier tip MaX - Umpelier tip

min). From Eq. (10), it can be established that:
Uimpeller tipMax =77(Ng.dg + Nr.dr) = 77N (1.5dg + 5dg) (11)
Uimpeller tipMIN = 77(Nr.dr - Ng.dg) = 77N (5 dr — 1.5dg) (12)
Uimpeller tip MaX -Uimpelier tipMIN = 277(Ng.dg) = 277N (1.5dg)

= Uimpeller tipMax [3dg/ (5 dr + 1.5dg)] (13)

For the planetary P600 mixer, we found that thipl#ode is equal to 33.3% of the
maximum impeller tip speed (see Eq. 13), irrespectif the mixing speed\j. This result
reveals that the transient nature of the mixingaases witiN into the vessel of the mixer.
We visualized the variation of the impeller tip egeinto the vessel in Fig. 2B.5, by
increasing the size of circle symbols in functidntlee corresponding impeller tip speed. In
Fig. 2B.5, smallest circles correspond to the lawegeller tip speed values and largest
circles correspond to the highest ones. From iisé, we clearly note that maximal impeller
tip speeds are encountered near the center ofebmelwhereas minimal impeller tip speeds

are encountered near the vessel wall.

For classical mixing systems, the characteristiooryy which interferes in Reynolds
and power numbers N.d. This characteristic velocity corresponds to theximum linear
speed (=7zN.d encountered in the vessel divided hy By analogy with the dimensional
analysis used for classical mixing systems, we @epa characteristic velocity for the

planetary mixer bowl P600 defined as follows:

_ Uimpellertip max (t)
= Unpeteionar(() (14)

Uch

The derivation of Eqg. (10) allows us to obtain thgtants for which the magnitude of

instantaneous impeller tip speed reaches extreemAppendix 2B.IIl), and thus to compute
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the maximum value for instantaneous impeller tipegp Uimpeler tip max(t)). Finally, using Eq.
(14), uch can be deduced as follows:

Uch = No.ds + Nr.Or (15)

I11.4. Determination of K and K for the planetary mixer bowl P600

Every mixing system is characterized by a poweveuwvhich is the plot of the power
numberN, versus the Reynolds numbBg. When mixing Newtonian fluids under laminar
regime, it is readily shown that the power curven d@e described by the following

relationship:

_ Ko
No =77 (16)

whereK is a geometrical parameter depending on the misystem.

To calibrate the planetary mixer bowl P600, we ps#pto adapt Eq. (16) to our mixer
as follows:

Kp = Npm-Rem 17)
whereNyu andRey are respectively the modified power and Reynolasivers introduced in
Eqgs. (7)-(8).

For non-Newtonian fluids and as the shear rateegatirough the vessel, there is an
apparent viscosity profile which must be taken iatcount in the Reynolds number (Eq. 7).
Metzner and Otto (1957) proposed to define an sifeshear rate in the vessel, in such a
way that the power curve in the laminar flow fottbdlewtonian and non-Newtonian fluids is
quite similar. This effective shear rate value lassically linked to the impeller rotational

speed as follows:

y =KaN = Ks.% (18)
whereKjs is the constant of proportionality that links teéective shear rate (in'y and the
rotational speed of the impeller (in réV)avhen mixing non-Newtonian fluids under laminar

regime,uc, andd are respectively the characteristic velocity éa.m.s") and length (in m) of

the mixing system.
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We propose to adapt Eg. (18) to our mixer as fadtow

y.do
Uch

Ks=

(19)

wherey is determined from rheometrical data obtainechfmr-Newtonian fluids tested.

IV. Results and Discussion

IV.1. Newtonian power curve: determination @f K

Power consumption measurements obtained for theetaley mixer bowl P600 when
mixing the different Newtonian fluids are shownHFig. 2B.7. Results are presented in terms
of the modified power and Reynolds numbers, sucbuggested in Egs. (7)-(8). Fig. 2B.7
clearly shows that the power characteristic ofglametary mixer can be reduced to a unique
power characteristic, like in the case of classigaking systems, using the proposed
dimensional analysis. This result proves to a oeeatent the reliability of using maximum
impeller tip speedi, as the characteristic velocity and diameter ofgyrational motiords as
the characteristic length.

1000 +
5 ¢ S800 40C
o N4000 25
A S8000 25T
100 0 N15000 25T
s : slope =-1
S 27857 S
10 +
1
0,10 1,00 10,00
Rewm

Fig. 2B.7: Power curve of the mixing bowl P600 studied withalenian polybutylene oils (see Table
2B.1). Log-log plot.

It can be noticed that the set of dimensionlessbaimproposed above has never been

ascertained for a planetary mixer combining a deablution motion around vertical axes,

like the P600 mixer used here. Indeed, the onlykwd®aling on the subject was done by
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Delaplace et al. (2005). This work refers to a ptary mixer combining a dual revolution
motion around perpendicular axes and allowing WiaNc/Ng ratio. In this sense,
experimental measurements carried out with theegbdamp P600 mixer extend the validity of
the previous work done by Delaplace et al. (2008)p had given ways to analyze power
consumption for planetary mixers. It can be alsticed that the pi-numbers space proposed
for the planetary P600 mixer has other advantaiges & allows us to compare, on one same
chart, the power consumption performances of thignm equipment with those of classical
mixing systems. This has been made possible bydating the characteristic speagin the

list of the relevant physical parameters.

Fig. 2B.7 also shows that the relationship betwdgnandRey is linear in the bi-log
plot on the overall range dRy values obtained, which did not exceed a value ®@f It
suggests that all the mixing experiments were pewéa in the laminar regime.

Moreover, it can be observed from Fig. 2B.7 that pnoductNyu.Rem is constant, as
reported with classical mixing systems when mixinghly viscous fluids. The value of the
product isK, = 27.85. To our knowledge, this is the first tithat such a constant is given for
a planetary mixer used for dough mixing. Combirtigs. (7)-(8)-(15) and (17) gives:

P=27.85n(Nc.ds + Nr.dr P.dc (20)

Eq. (20) gives clearly how the power draw varieshwhe dual revolution motion for the
P600 mixer used and for Newtonian fluids. Eq. (283 been proven to be valid wheg, <
10.

IV.2. Determination of Kfor shear-thinning fluids

The experimental values & for shear-thinning fluids are reported in Fig. 2BA
standard deviation of 10% was obtained on the mizoevl P600. Hence, we can conclude
from the Fig. 2B.8 that th&s value of our planetary mixer is independent of flosv
behaviour index of the fluid. It suggests tltis a pure geometrical constant of the mixer
bowl P600 and its average value for this mixdfds 4.94.

Some authors (Hall and Godfrey, 1970; Nagata etl@lf1; Rieger and Novak, 1973;
Takahashi et al., 1984; Shamlou and Edwards, 188%¢ already reported thKt can be
considered as a pure geometric parameter. MorattgcB®elaplace et al. (2000) observed a
very slight increase dfs with the flow behaviour index in the case of skhdamning fluids
(0.11 <n < 0.63) but they even considered this value amatant.
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Fig. 2B.8: Evolution of theK, values with the flow behaviour index of shear-tting fluids for the
mixer bowl P600 investigated.

IV.3. Apparent mixing rates and viscosities encered in the mixer bowl P600 when

mixing a flour-water batter

We obtained two pure geometric parameté{s §nd Ks), characterizing the power
demand of the mixer bowl P600. This determinatibmaged us to calibrate our mixing device
from a rheometrical point of view by expressing mgspeed and torque in terms of apparent

shear rate and viscosity in universal unitsgad Pa.s, respectively), such as follows:

, = Ueh — K Ne.ds + Nr.dr
y = Ks. 4 K S (21)
_ p.lende _ 21LNT 22)

Rev  Kp.Uch2.do

whereNg andNg are respectively the rotational and the gyratiomgleller speeds (in revty
Rr andRg are respectively the radius of the rotational gredgyrational motions (in miiy is
the characteristic velocity (in rev.rif)s N is the rotational speed of the drive shaft (ingév

and/ is the mixing torque (in N.m).

In practice, we use this planetary mixer to mix atelelop flour-water batters
(Chapter 2A). To check the validity of the calibration on flodoughs, we mixed a flour-
water batter (5009 flour + 500g water) Nit= 20-40-60-80-90-100-120 rpm and 22°C. The
same batter was sampled and placed in the rheoregtepped with the cone-and-plate
geometry, at 22°C. Viscosity data of the batterawt®d from the rheometer and from the
mixer bowl P600 are presented in Fig. 2B.9. Froeorhetrical measurements, this batter can
be considered as a shear-thinning flud= 0.53 andk = 32.01). We can observe that
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viscosity data obtained from the mixer bowl P60@ iaragreement with those obtained from
the conventional rheometer. Moreover, modifiegd numbers calculated from torque data
recorded alN = 20-40-60-80-90-100-120 rpm were in the rang#.4fand 10.6, showing that

the batter mixing was still performed in the lanmimagime. These results ascertain the

reliability of the calibration and its usefulness the mixing of flour-water batters.
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Fig. 2B.9: Viscosity data of a flour-water batter (100% hyana) obtained at 22°C from a
conventional rheometer equipped with a cone-ant:pi@ometry and from the mixer bowl P600.
Semi-log plot.

Moreover, we can observe in Fig. 2B.9 that mixipgess of the mixem) ranging
between 20 to 120 rpm correspond to shear rateggngbetween 15 and 89 .sThese values
are obviously average values encountered in tlte W@miume of the fluid. In this range of
shear rates obtained with the mixer bowl P600, arealso observe that the batter viscosity,
ranging between 5 and 6 Pa.s, is quite stablenntiion of the shear rate. In a recent paper
(Chapter 2A), we showed that batters of different varietiessad in the mixer bowl P600 at
mixing speeds ranging between 80 and 100 rpm, earohsidered as Newtonian fluids and
not as shear-thinning fluids, as generally repontethe literature. We actually assume that
mixing speed ranging between 80 and 100 rpm correspond to sh&es ranging between
59 and 74 3. Fig. 2B.9 shows that the batter viscosity dogsvaoy so much in this range of
shear rates, thus explaining why we previously ictamed batters as pseudo-Newtonian fluids
(Chapter 2A).

99



- Chapitre 2B — Calibration pétrin P600

V. Conclusion

In this paper, we calibrated a particular planetaiyer we use to mix flour-water
batters: the mixer bowl P600 (Brabender OHG, Gempnaequipped with the helicoidal
Kenwood stirring insert (Brabender OHG, Germany)e Woposed a modified Reynolds
number, a modified power number and mixer constéptsand Ks for this mixer. This
dimensional analysis allowed us to have an ideshe#r rates (in’$ and batter viscosities (in
Pa.s) encountered in our mixing device. This catibn will be useful to study the batter
development during mixing by plotting the evolutioh the batter viscosity (in Pa.s) in
function of mixing time. However, the shear ratdueaobtained must be considered as a
mean value and does not correspond to the reat sieaencountered on the overall length
and pathway of the hook. A precise modelisatiorthef mixer should be done to draw the

tridimensional cartography of shear rates.
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VI. Appendices

Appendix 2B.I:

Considering M to be a point located at the impéill@rthe instantaneous position of M in the

fixed reference frame R (05 , Y, Z) is given by:

—_— — —

(OM ) =OF+HG+OM

— | Re.co$2mNe.t) — o Rr.sin[21 Nk,
(OH) =| Rs Sin(21 Ne.t (HO') =0 (O‘M) =|Rr.CO$2TUNR.t
R 0 R I R 0

Therefore,
Res.co 2T[.NG +RRS| 2TUNR.
(OM)R: R Si Tr_Net +RRCO 2Tt NR.t
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Appendix 2B.II:

Considering M to be a point located at the impdijgrthe instantaneous velocity of M in the

fixed reference frame R (05 , Y, Z) is given by:

5. —(doM) —(doH dHO' dOM
Ve =[G =[] (0] (%)

. -2 RG.NGsin(2rtNG. . T 0

(d%)_H] = 2RG.NGcos@mnNG.) (—d'(;'o) :‘0
" . 5 t R 0
— 2TRR.NRCOS@TINR.)

dOM | _ -2 RR.NRin(21tNR.)
dt s 0

Therefore, the instantaneous velocity of M in theri reference frame R (&%, Y, Z) is

given by:
(7).

Hence, the magnitude of instantaneous velocity a$ Biven by:

-2IRG.NGsin@nNG.f) + 2tRR.NReosrNR.)
21ntRG.NGcos@nNG.1Y) -2 RR.NRin@INR.)
0

”\74‘ = Unmpetirip(t) = \/ (2nRe. NG)2 +(2nRe NR)2 - 2.(2n)2. Ro.Rr.No.Nrsin(Ne.t + Nr.t)

Appendix 2B.lII:

It can be shown that maximum values of the functien u, (t) is obtained when

impeller tip
sin(2ZrtNg.t + 2rtNg.t) is equal to (-1).
In this CaSEUimpeller tip max(t) = (2N Rs + 2N RR)

Consequentlyyicn =UimL]iTpmax(t) = No.do + Nr.ck
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RESUME/CONCLUSION

Cette étude montre qu'il est possible de calibmerpetrin planétaire de géométrie
complexe et d’exprimer ainsi une viscosité de |&emhn Pa.s et une vitesse de cisaillement
moyenne en§ Pour cela, les facteurs de conversion propregéain P600, équippé de la
pale hélicoidale, sonK, = 27.85 etKs = 4.94. L’application de tels facteurs permet de
suggérer que les vitesses de pétrissage utilisses ldChapitre 2A, a savoirN = 80, 90 et
100 rpm, correspondent a des vitesses de cisailiette 'ordre de 59, 67 et 74'sA ces
vitesses, les valeurs de couple obtenues dar@Ghépitre 2A correspondent alors a des
viscosités de base comprises entre 5 et 30 Pdautlltoutefois noter que les facteurs de
conversion sont valables quand le pétrissage steffedans le régime linéraire. Dans le cas
du pétrin P600, le régime linéaire est assuré gesvaleurs dRgy inférieures a 10.

De plus, cette étude montre que le pétrin P600 ged® mélanger la quasi-totalité de
la pate, a I'exception de la zone adjacente afai pla bol et de celle située au centre du bol.
Cette étude confirme que la pate est pétrie denfa@msitoire dans le pétrin P600. La vitesse
de cisaillement est la plus élevée au centre dunpéandis qu'elle est la plus faible a
proximité de la paroi du bol. De plus, I'amplitude la nature transitoire du pétrissage
augmente avec l'augmentation de la vitesse despéatite. Ceci n’est certainement pas sans
conséguence sur le développement du réseau de,ghitita nature transitoire du mouvement
planétaire doit faciliter grandement la distributides filaments de gluten observés dans le
Chapitre 2A au sein de la pate. Cette étude montre enfin gug tbtations du bras central
(2N) sont nécessaires pour assurer le mouvement cbdepla pale au sein du bol.

Pour conclure, la géométrie du pétrin P600 appacaitme un parameétre important du
pétrissage et détermine en grande partie son @fficdans le cas du mélange farine-eau, par
la déformation transitoire qu'’il procure. Dans Bsau P600, le développement optimal de la
pate est contrdlé paramétriguement par la puissastantanéel/.N) (Chapitre 2A). Par la
calibration effectuée, ce paramétre peut a préserprimer (Egs. 21-22) en fonction de la
viscosité de la pate et de la vitesse de cisailierseus la forme:

TN = Kpdg® 1 272KS). (. y2). (23)

Cette équation fait apparaitre un termey/mui suggere un role important des collisions dans

I'agglomération du gluten. La démarche de calibrafiinsi proposée s’avére étre un outil trés
intéressant pour dimensionner, demain, d’autregingéten fonction des vitesses de

cisaillement que I'on souhaite imposer.
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EXTRACTION ET QUALITE DU GLUTEN

EXTRAIT AL 'OPTIMUM DE PETRISSAGE
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Chapitre 3A — Influence du pétrissage sur le rendeent

d’extraction et la composition du gluten apeax

OBJECTIF

Dans leChapitre 2A, nous avons montré gu'au sein d'une pate diluétsiepa
I'optimum de pétrissageitay, la phase gluten se trouve en totalité constitiedildments
protéiques, tandis qu’elle est constituée d’agsegadtéiques durant tout le sous-pétrissage.
Cet état de structure trés particuliehaknous a conduit a supposer que I'agglomération des
protéines du gluten serait maximaléyé Au cours du présent chapitre, nous proposons de
verifier cette hypothese en mesurant le degré tbaggration du gluten &eae Pour cela, le
gluten sera extrait d'une pate diluégeaxen utilisant des conditions de lavage de la pétie e
tamisage du gluten trés douces pour ne pas alééréseau de gluten formé par I'opération de
pétrissage. Le degré d’agglomération du gluten éeadué par la distribution du gluten sur
trois tamis d’extraction et par la mesure du renelgnd’extraction protéique.

De plus, nous avons montré, dansCleapitre 2A, que les procédés de pétrissage
(vitesse et hydratation) et la variété de farindsge influencent énormément les valeurs de
treak EN est-il autant pour le rendement d’extractibtaecomposition du gluten @eac? En
d’autres termes, est-ce qu’un gluten extrait d’'paee développée qui a nécessité 100 min de
pétrissage pour atteindmgeax est identique au gluten extrait d’une péate dévmdepplus
concentrée n'ayant nécessité que 20 min de pé&asaay a-t-il un effet procédé et un effet
variétal, et quels sont-ils ? Ces différentes dqoestsont a la base du présent chapitre. En
effet, celui-ci a également pour objectif de déieenl’influence des procédés du pétrissage
et de la variété de farine utilisée sur le degmgglomération et la composition du gluten
extrait de la pate &eax Pour cela, le gluten sera systématiquement éxeachacune des
pates obtenuestg.axdans lIeChapitre 2A.
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Publication n°3- Influence of mixing on gluten protein
recovery and composition. I. Extraction from optimadly

developed batters*

Abstract

Gluten and starch were extracted using a flourebaitocess, which included three
successive steps: mixing, washing and sievingrderoto reveal the specific influence of the
mixing step, a standardized gentle washing andrgijgwrocedure was selected. Batters were
prepared from three wheat cultivars, at differemting speedsN) and different flour/water
ratios. The batters were mixed up to their maxicwmaisistency, also referred to as the point of
optimal dough development, which is attained aftdime calledtyea Under such mixing
conditions,tpeak Was previously shown to range from 5 min to mdv@nt100 min Chapter
2A). Mixing the batters apeakguaranteed a high and stable gluten protein regdea. 82%),
irrespective of mixing speed and flour/water ratged. SE-HPLC analysis of the proteins,
from flours and batters sampledtat,x demonstrated that mixing led to the total breakaow
of SDS-insoluble glutenin polymers. In contrasteassembly of glutenin polymers occurred
during gluten extraction. The purity of the glui@xpressed as protein content of the washed
gluten and ranging from 35-60%) was found to batesl to the amount of SDS-insoluble
glutenin polymers in the gluten and to the dis@fabntent of the gluten. We propose that the
leaching of starch from the batter during glutetraotion is controlled by the elasticity of the
protein network, which would be in turn determingdthe SDS-insoluble glutenin content of
the gluten. We saw that the number of mixing rotai (\.tpeay required to attain optimal
batter development depends on the mixing condit{@es the combination of mixing speed
and flour/water ratio). The gluten purity and thetemt of glutenin re-assembly during
extraction were strongly related to this numbemixXing rotations, and not so much to the
mixing speed, the flour/water ratio or the miximgé on themselves. All these features led us
to propose that during mixing, some of the dis@figroups involved in the intermolecular
branching of glutenin chains became irreversiblidimed by oxygen reactive species, in a

N.tpeakdependent manner.

*Auger, F., Morel, M.H., Dewilde, M., RedI, An preparation
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[. Introduction

Gluten is the most important co-product of the whstarch industry. This protein-
enriched fraction, insoluble in water, is mainlynguosed of the major wheat storage proteins,
gliadin and glutenin, which represent 80-85% odltetheat proteins (Pomeranz, 1988). Upon
hydration and mixing of the wheat flour, gluten tgios agglomerate to form a strong,
cohesive and viscoelastic network responsible éargth development (Campos et al., 1997).
This unique characteristic of the vital gluten seful in breadmaking, where gluten finds its
major application as a flour fortification additive

Separation of wheat flour into vital gluten andreitais a very ancient practice, which
has been continuously modified all along the lasttary (Anderson et al., 1958; Robertson
and Cao, 1998). Nevertheless, the state of thendhis industry remains largely empirical
and relies on a multiplicity of laboratory and isthial processes (van der Borght et al.,
2005). Moreover, the efficiency of some appliedgesses still remains very sensitive to
wheat cultivar and variations in crop quality (Amsten et al., 1960; Sindic et al., 1993; Roels
et al., 1998). Nowadays, vital gluten is mainlyrexted industrially by the batter process and
all its derivatives (Roels et al., 1998). The psscevolves three successive steps: mixing,
washing and separation. At first, flour is mixedhwmivater using water/flour ratios between
0.7 and 1.8 (Anderson et al., 1958) to give a baRering mixing, process parameters may
be adjusted to promote or not gluten network dgxeknt. Open literature is very scarce and
diffused on this subject but we can identify thremin types of technology. In the
conventional batter process, the flour-water blendhixed until the optimal gluten network
development, leading to an elastic, but free-flgyismooth batter (Hilbert et al., 1944; Rist,
1949; Anderson et al., 1958, 1960). In other bditeyed processes, such as the Fesca and
Raisio processes, the flour-water blend is mixeuidig to give a slurry, without gluten
network development (Johnston and Fellers, 197lleSe 1973; Knight and Olson, 1984).
Finally, in the so-called dough-batter processirflis mixed at low water content to form a
stiff “bread” dough which is then dispersed, byutddn with extra water under continuous
mixing, to give a slurry (Hamer et al., 1989; Smeit al., 1993, Roels et al., 1998; Frederix et
al., 2004).

The batter, formed after one of these mixing preessis then broken up mechanically
during the washing step. A large amount of add@lomater is added and the suspension is

mixed to produce gluten lumps (Anderson et al. 8 9binally, the gluten/starch separation is
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performed using gyrating sieves, vibrating sievemtrifuges, decanters or hydrocyclones
(Anderson et al., 1958, 1960; Fellers, 1973; Measat., 1989; Sindic et al., 1993).

As reported above, the first mixing step can prangiuten network development or
not, and this is likely to influence the final ghat protein recovery. On the other hand, the
diluting and washing step was also reported to ptengluten agglomeration (Wang et al.,
2004) but the inverse could not be totally excludedfact, each of the three steps might
contribute to the efficiency of the gluten/stareiparation. Due to the complexity of the batter
processes, it remains difficult to assess the fpanfluence of the setting variables of the
first mixing step. Recently, using a dough-battescpss, Frederix et al. (2004) studied the
influence of mixing parameters on gluten recovery aurity. They showed that increasing
dough water content, mixing speed and mixing timeréased the gluten yield. However,
their main conclusion was that the mixing variatdeged on gluten recovery only through the
degree of dough development they promoted. To geEight into how the mixing process
variables, i.e. mixing speed and batter water cuntefluence the gluten composition and
recovery, we propose (i) to standardize the degfedough development for all the mixing
experiments and (ii) to use a simplified laboratbagter process in which the washing and
separation steps will be kept as gentle as posdibke purpose of the latter is to preserve the
state of gluten protein interactions obtained atehd of the mixing step.

In a recent paper (Auger et al., 2007), we alrestdglied the influence of the mixing
parameters on batter development, for three whahlivars. Batters were mixed using
variable mixing speeds and flour/water ratios. Thiging time required for optimal batter
development was found highly variable, accordingh® mixing variables but also to the
wheat cultivars. The mixing torque curves showetiaacteristic lag phase and we were able
to relate the time to maximum consistengy,f to the instantaneous mixing power delivered
during this phase. In the present work, we studyréitovery and composition of the extracted
protein fraction (gluten) from these optimally mikbatters, using a simplified batter process.
We standardized the washing and separation stegpjrig them as smoothe and gentle as
possible. Changes in protein molecular size distiolm from the batters sampledtgfax and
the extracted gluten samples were assessed by &E-ldRalyses. The equivalent protein
disulfide content of the extracted gluten sampdeslso presented. These analyses allow us to
propose a general mechanism accounting for thermyloetwork development during batter

mixing.
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Il. Experimental

[1.1. Flours

French commercial wheat grains (cvs. Orvantis, Gapland Isengrain, harvest 2004)
were milled on a Buhler laboratory mill (MLU 202{iBler, Switzerland) according to AACC
(2000) method 26-31. Moisture and ash contents wietermined according to AACC
methods (44-15A, 08-01, respectively). A BrabenBarinograph with a 50-g flour sample
was used according to AACC method 54-21 to detexrarinograph water absorption and
mixing time. A Chopin Alveograph with a 250-g flosample was used according to ICC
Standard method No. 121 to determiWeand P/L ratio. The protein conteniN(x 5.7) was
determined using Kjeldahl method. Some of the lBoaleal and technological characteristics

of the flours are given in Table 3A.1.

Table 3A.1.Flour characteristics

Farinograph Alveograph
Wheat  Extraction Dry matter Ash Protein ~ \Water .
culivar  rate (%) (%)  (%db) (%db) absorptiof M XM9 wp(10*d) PP

(% wh) time (min)
Orvantis 71.08 85.35 0.41 10.75 58.0 1.9 227 0.97
Caphorn 71.69 84.73 0.46 10.32 57.8 1.9 309 1.77
Isengrain 72.92 85.16 0.44 10.09 55.6 1.7 217 1.10

14% water basis
P Chopin Alveograph parameter

[1.2. Gluten isolation

Wheat gluten was extracted using a laboratory deater process. This process included the

three successive conventional operations: mixiragghing and separation.

[1.2.1. Mixing step

Flour-water blends were mixed at 25°C using a pmganixer bowl P600 (Brabender
OHG, Germany), as described ®hapter 2A. Total dough mass was 550 g and all
ingredients were equilibrated at 25°C before mixiRigree levels of mixing speed (80, 90 and
100 rpm) and flour/water ratio [(1.04-1.09-1.14,)wWbr Orvantis, (1.11-1.18-1.25, wb) for
Caphorn and (1.30-1.34-1.39, wb) for Isengrain]emessted. Mixing was carried out until the
torque reached its maximum level for a time reférte below astpeax The specific
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mechanical energy (SME) required to attgi.was measured from mixing torque and speed
data as reported and given in Auger et al. (20BfOm triplicate runs of the central condition
(90 rpm, medium flour/water ratio), standard dewiaf t,eacWas found to be less than 10%.
Mixing times required to optimally develop flour-tea batters from Orvantis, Caphorn and
Isengrain are given in Table 3A.2, for the mixingeeds ) and flour/water ratiosHW
ratios) studied.

Table 3A.2. Influence of mixing speed and flour/watdf/\V) ratio on tye.« values for cultivars
Orvantis, Caphorn and Isengrain

Flour F/W ratio
80 rpm 90 rpm 100 rpm
1.14 8.5 6.0 5.1
Orvantis 1.09 111 9.6 7.6
1.04 24.3 16.4 115
0.83 - - 144
1.25 23.6 13.4 11.6
Caphorn 1.18 28.7 21.7 16.4
1.11 86.3 70.2 35.9
1.39 59.6 52.9 28.5
Isengrain 1.34 86.1 67.6 42.7
1.30 131.2 99.9 73.2

Orvantis presented the fastest dough developmehtvas shown to be less sensitive
to mixing parameters than Caphorn and Isengrairxingi curves were presented in a
previous paperCGhapter 2A). An extra-experiment, presented in our previoapgp, was
performed on the cultivar Orvantis in order to apweth this flour, the same range of mixing
times as for Isengrain. For that, Orvantis was ohiaea lower/W ratio (0.83) and 100 rpm,
resulting in apeaxvalue of 144 min (Table 3A.2).

To follow glutenin breakdown, portions of batteesvgled attpeax (2 g) were frozen

immediately in liquid nitrogen, freeze-dried andgnd into a powder before analysis.

[1.2.2. Washing step

Optimally mixed batters étheax Were diluted by adding 1000 ml of demineralized
water equilibrated at 25°C. The dough hook wasaegu by a flat beater (K-beater,
Brabender OHG, Germany) and the suspension wasdstt 28 rpm for 10 min. Temperature
was kept constant at 25°C. This procedure, whildwal part of the starch to leach from the
gluten network, was chosen as gentle as possibleti@lter the gluten network optimally

developed alipeak
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[1.2.3. Separation step

The gluten-starch suspension obtained after thénimgsstep was then brought over
vibrating sieves. The sieve shaker used was a Retigwve shaker AS 200 digit (Retsch
GmbH & Co, Germany) with an electromagnetic drived a&quipped with three stainless
sieves with decreasing pore sizes (§00, 400pum and 200um). The sieves used, with a
diameter of 200 mm and a height of 50 mm (RetsclbB®& Co, Germany), were covered
by a wet sieving cover (Retsch GmbH & Co, Germamwy)nected to the tap water network. A
flow rate of 2 000 mL/min was applied during 3 mdinensure the wet separation of gluten
and starch. We observed that, whatever the mixarglitions used to attain optimal dough
development, all the gluten mass was recovereti®@fatgest sieve (800 um). The gluten was
rested during 30 min at ambient temperature bebmiag frozen in a freezer at —20°C,
lyophilised and ground into a powder. From the efdiixing and the deposit of gluten into
the freezer, the global time of washing, sieving aesting was exactly the same for all the

experiments (ca. 60 min)
I1.3. Flour, dough and gluten protein size distrilmn by SE-HPLC

Extraction of proteins and SE-HPLC analysis werdgomed on flours, powdered
freeze-dried batters sampledtgdx and isolated gluten samples. The procedure wagdar
out as previously described by Morel et al. (200Q)erforming two sequential extractions.
The first with a 0.1 M sodium phosphate buffer (i) containing 1% SDS, and the second
with the same buffer and a sonication step to dssp&DS-insoluble glutenin polymers.
Supernatants obtained from these extractions wgeeted onto a size exclusion column
TSK-G 4000-SW (Merck, France) (7.5 mm x 30 cm) ppad with a TSK 3000-SW (Merck,
France) guard column (7.5 mm, 7.5 cm). SDS-inselybltenin polymersHi) content was
obtained from the total area of the chromatogranthefsecond extract. The contents in the
other protein fractions were obtained from thet festract profile: early-eluted fractionsl
andF2, included SDS-soluble glutenin polymers {26 15.1d Mr); following fractions,F3
andF4, included mainly gliadin (15.fGo 20.18 Mr); the last eluting fractior5, included
mainly albumin and globulin. The area under thekpearresponding to each fraction was
expressed in % of total protein, estimated from $hen of the total areas under the
chromatograms of the two extracts, once correabedhieir different solid-to-solvent ratios
(Morel and Bar-L'Helgouac’h, 2000).
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Il.4. Dosage of gluten disulfide groups

Dosage of the disulfide groups of protein was penéd on powdered freeze-dried
gluten samples, as previously reported by Morelle€2002). Briefly, triplicate samples (30
mg) were exhaustively reduced in Eppendorf tubegb @i3 mL of buffer A (dithioerythritol
20 mM, Tris/HCI 80 mM, pH 8.5) for 1h at 60°C withtermittent vortexing. Tubes were
sealed under argon and the reducing buffer wanexely degassed before use. To assess
the accessible protein free thiol groups, a blaarkfge was prepared in the same conditions,
except for the omission of dithioerythritol (DTE)hese accessible thiol groups represented
less than 8% of the total thiol equivalent grougsasured after gluten reduction with DTE.

Samples were precipitated twice with 1.6 mL of glh@cetone including 100 mM
acetic acid (to prevent thiol reoxidation). Theafipellet was suspended in 1.6 mL of buffer B
(propan-2-ol 50%, Tris HCI 80 mM, pH 8.5, 5,5’-didhis-2-nitrobenzoic acid 0.4 mg/mL)
under argon. After 15 min of vortexing and centdtion, absorption by the nitro-
thiobenzoate anion (NTBwas measured at 412 nm. Optical density was ctetvento
reducing thiol equivalents using arvalue of 13,600 M.cm™* for NTB'. The contribution of
the gluten free thiol groups (blank sample) wadragbed, and the results from the triplicate
DTE reduced samples were expressed in disulfidevaigmt groups per gram of gluten
protein. The variability from triplicate measurengmwas below 2.5%. Batches of eight
gluten samples picked at random were analysedca and variation from batch to batch was

below 5%.
I1.5. Gluten protein content
Gluten protein contentN x 5.7) was determined using Kjeldahl method. The
coefficient of variation of the analysis was lekart 1% for the gluten samples. Following

definitions were used:

Gluten protein content (GPChnass percent of dry gluten. The GPC is usedragasure of

the purity of gluten samples in proteins.

M protgluten
GPC=2dien, 100 (1)

M gluten
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Gluten protein recovery (GPRinass percent of the flour protein (db). The GBRsed as a

measure of the flour protein extraction yield.

GPR= M protgluten %100 (2)

M protflour

Glutenin recovery (Glu Rec)nass percent of the flour glutenin recovered imegl (db).

Glutenin content was estimated from the sum otivasFi, F1 andF2 (see partl.3).

%(FI +F1+ F2)g|utenx M protgluten %100

GluRec= %(Fi +F1+ |:2)|0ur X M protflour (3)

Gliadin recovery (Gli Rec)mass percent of the flour gliadin recovered iteyh (db). Gliadin
content was estimated from the sum of fractiBandF4 (see partl.3).

. _ %(F3+ F4)g|uten>< M protgluten
Gli Rec= %(F3+ F4)Iour X M protflour %

100 (4)

Albumin/Globulin _recovery (Alb/Glo Rec)mass percent of the flour albumin/globulin

recovered in gluten (db). Albumin/globulin contewas estimated from the fractidfb (see

partll.3).
_ % (F5)iutenX M protgluten
Alb/Glo Rec= % (F5)iour X M protfiour x100 (5)
l1l. Results

[1l.1. SDS-insoluble glutenin content of flours avmtimally mixed batters

The amount of SDS-soluble and SDS-insoluble glatamiflours and optimally mixed
batters are presented in Fig. 3A.1. For each aultidata are mean values calculated from all
the optimally mixed batters (9 samples) and eramstare for the standard deviations (Fig.
3A.1b). Flours presented large variations in ti8ixS-insoluble gluteninFj) content with a
Fi content of 15.8% for Orvantis, 19.4% for Caphona 22.3% for Isengrain (Fig. 3A.1a).
Despite those flour differences, all batters immatgly sampled &peax presented the sanfe
content of ca. 3-4%, irrespective of the mixingesheheF/W ratio, the wheat cultivar and the

initial flour Fi content (Fig. 3A.1b). It suggests that mixing &ettuntilt,eakinduced the total
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breakdown of SDS-insoluble glutenin polymeis)( which was balanced by the formation of
SDS-soluble glutenin fraction&1 + F2).
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Figure 3A.1. Glutenin fractions content of (a) flours and (Iptimally mixed batters sampled @fa«
from Orvantis, Caphorn and Isengrain. For eachivault data atpe.c are mean values obtained from
SE-HPLC analyses performed on all the optimallyaligyed doughs mixed at 80, 90, 100 rpm for the
variable flour/water ratios tested (see Table 3AEXyor bars are coefficients of standard deviation
calculted from all the experiments performed orheadtivar.

[1l.2. Gluten protein recovery

Gluten samples were extracted from all the battgred att,eae The mean values of
gluten protein recovery (GPR) are presented in d&4.3, for the three cultivars. A same
GPR value of ca. 82% was obtainedgaix for all the gluten samples (CV < 3%), whatever
the mixing speed, thE/W ratio and the wheat cultivars used. Moreover,dibithe batters,

gluten was recovered as a compact mass on the widvehe largest pore diameter size of
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800 um (not showih. Results showed that a similar and high valu@rotein recovery was

guaranteed dpea Whatever the mixing speed aR\ ratio used.

Table 3A.3.Mean values of gluten protein recovery (GPR) dntkg protein content (GPC) from all
the mixing experiments performed on cvs Orvanteplidrn and Isengrain

GPR (%) GPC (%)
Orvantis Caphorn Isengrain Orvantis Caphorn IsmEng
mean 82.5 80.5 83.2 49.7 44.6 45.5
SD? 1.2 1.8 0.8 5.3 8.8 4.5
CV° 15 2.2 1.0 10.6 19.8 9.9

2 Standard deviation
b Coefficient of variation

[11.3. Gluten protein content

The mean values of gluten protein content (GPC)peagsented in Table 3A.3. While
the gluten protein recovery was stable for all thxing experiments, we observed large
variations in GPC (CV > 10%). The statistical as@aypresented in Table 3A.4, showed that
among the input and output mixing variablggsa« gave the strongest significant correlation
with GPC. Similar or even slightly stronger coatiats of correlation were also found for the
mixing specific mechanical energy (SME) and thealtatumber of mixing revolutions
(N.tpeay. In the following, we will consider the latter nable to be the most relevant one for
describing the variations in gluten protein contdtstly, because it gives very consistent
correlations within all the three cultivars andcaadly, because it is a more straightforward
parameter than SME, which comprises the mixing tispeed and torqudl.tyeax corresponds
to the total number of mixing revolutions requitedattain the optimal dough development
and gives an estimate of the cumulative deformaéigperienced by the batter until peak
development.

Table 3A.4. Coefficients of correlation between the proteimtemt of extracted gluten (GPC) and
mixing operating variables

Gluten protein content (%)

Orvantis Caphorn Isengrain
Flour/water ratio 0.808 0.849" 0.418
Mixing speed ) 0.093 -0.264 -0.191
toeak 0.869" 0.956' 0.533
N.tpeak 0.870° 0.970 0.576
Mixing SME 0.855 0.967 0.724

"P<1%, P<5%
SME: Specific Mechanical Energy
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Figure 3A.2. Evolution of gluten protein content (GPC) in fupat of N.t,e for the cultivars €)
Orvantis, (A) Caphorn andd) Isengrain.

The evolution of the GPC is plotted in functionMfyeaxfor the three cultivars, in Fig.
3A.2. The range of GPC was 34-61% for Caphorn, 3%-3or Isengrain and 46-52% for
Orvantis. Gluten samples extracted with our lalmygabatter process still contained a lot of
starch and their GPC were outside the range of @neial glutens (> 75%). Nevertheless, the
washing and sieving procedures were not choserbt@irothe purest gluten samples but to
minimize gluten network damage. As a general trahd, gluten purity increased when
increasingN.tpea This tendency, confirmed by the extra-experin{fahtlmost 15 000!.tyeay)
performed with Orvantis (Fig. 3A.2), suggests thi@rch escaped more easily from a batter

that has suffered a larger cumulative deformatioattain the optimal dough development.

[1l.4. Glutenin, gliadin and albumin/globulin exirdon recovery

Proteins of gluten samples were fractionated ih®rhajor protein groups (glutenin,
gliadin and albumin/globulin) by SE-HPLC in order ¢alculate their respective recoveries
(see partdl.3 andll.5). The mean values obtained for each protein gemeppresented in
Table 3A.5. As a general trend, similar recovewese obtained for all the cultivars: ca. 90%
of glutenin, ca. 85% of gliadin and ca. 60% of afi/globulin. The recovery decreased as
the average molecular size of the protein classedsed and as the water solubility of the
protein group increased. As already reported fer thtal gluten protein recovery, mixing

parameters did not alter the recovery of each prgmup (CV < 4%).

119



- Chapitre 3A — Agglomération glutegd

Table 3A.5. Mean values of glutenins, gliadins and albumiraiglins recovered in gluten samples
extracted from the Orvantis, Caphorn and Isendratters.

Glutenin recovery (98) Gliadin recovery (96) Albumin/Globulin recovery (%)

Orvantis Caphorn Isengrain Orvantis Caphorn Isengrain  Orvantis Caphorn Isengrain
mean 89.6 94.3 92.4 85.1 76.2 83.0 59.8 58.0 60.3
sD 1.3 2.9 1.6 0.9 1.7 1.8 0.8 2.1 1.3
CV° 1.5 3.1 1.8 1.1 2.2 2.2 1.3 3.7 2.1

& Glutenins = Fi+F1+F2) fractions; Gliadins =K3+F4) fractions; Albumins/Globulins =F5) fraction
® Standard deviation
¢ Coefficient of variation

[11.5. SDS-insoluble glutenin content of gluten pées

The mean values of total and SDS-insoluble gluteaintents, in percentage of the
total gluten protein, are given in Table 3A.6. Wda the total glutenin contentS{F1+F2)
remained rather constant within each cultivar (C8%), large differences in SDS-insoluble
glutenin polymersKi) existed (CV > 17%). For all the mixing experimgrii content was
larger in gluten than in the corresponding batteha, Which means thati was reformed
upon washing, sieving and resting. The statis@cellysis, presented in Table 3A.7, showed
that among the input and output mixing variablgga« gave the strongest significant
correlation with gluterFi content. As already found in the case of GPC vianaftpeax is a
more relevant parameter than the mixing speededfMW ratio. Slightly stronger coefficients
of correlation were found for SME ardlt,ca¢ In the following, we will consider the latter
variable as the most relevant one for describirgguriations in gluterri content, for the

same reason as previously exposed for GPC.

Table 3A.6. Mean values of total glutenin content and SDS{iige glutenin content from gluten
samples extracted from the Orvantis, Caphorn agnblain batters.

Total glutenin content (%) SDS-insoluble glutenin content (%)
Orvantis Caphorn Isengrain Orvantis Caphorn IsmNng
mean 44.0 47.2 44.7 7.2 14.8 9.0
SOf 11 0.8 0.8 1.2 4.9 3.2
cve 2.6 1.7 1.9 17.4 33.3 35.2

890 (Fi+F1+F2) of total protein
® 0% Fi of total protein

¢ Standard deviation

d Coefficient of variation

120



- Chapitre 3A — Agglomération glutegd

Table 3A.7. Coefficients of correlation between SDS-insolublaetenin content of the extracted
gluten samples and the mixing operating variables

SDS-insoluble glutenin content (%)

Orvantis Caphorn Isengrain
Flour/water ratio 0.964 -0.865 -0.871
Mixing speed ) -0.234 0.267 0.412
toeak -0.984° -0.957 -0.907"
N.tpeak -0.981 -0.979 -0.949
Mixing SME -0.983 -0.975 -0.925

P <1%, P<5%
SME: Specific Mechanical Energy

The evolution of gluteri content is plotted againdt.tyeak for the three cultivars in
Fig. 3A.3a. The glutei content ranged from 3.0% to 7.1% for the culti@awvantis and a
larger range was observed for cultivars Caphornlsegrain (from 7.0% to 19.4% and from
5.1% to 13.4%, respectively). This result suggdsés the SDS-soluble glutenin polymers,
from optimally mixed batters, are able to re-asdenrio SDS-insoluble polymers during the
washing, sieving and resting steps. However, thengxof re-assembly was very variable
among the samples.

A negative relationship between glutéin content andN.tpeax Was observed for
Caphorn and Isengrain (Fig. 3A.3a), suggesting thigh N.tyeax values impaired the re-
assembly of SDS-insoluble glutenin. At very hibtyeac values (> 9 000), values di
content of the gluten samples approached thosehefcbrresponding batters (ca. 4%),
indicating an almost total suppression of glutgroiymers re-assembly.

In contrast to Caphorn and Isengrain, all the gligamples extracted from Orvantis
presented a loWi content, even at loW.tpeax Values (Fig. 3A.3a). However, Orvantis flour
also contained a lower amount of SDS-insolublegglint (Fig. 3A.1a). To take into account
the different protein composition of the cultivathe gluten recovery in SDS-insoluble

glutenin (gluten FiRec) was defined as follows:

MFigiutenx 100
Glu Rec

GlutenFiRec= ( _
MFI four

) x100 (6)

wheremFiguen is the mass (g) dfi included in gluten, Glu Rec is the glutenin recgvéo)
presented in Table 3A.5 amdFiq,, iS the mass (g) dfi included in the flour mass of the

batter.
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Figure 3A.3. Evolution of (a) gluten SDS-insoluble glutenin temt and (b) gluten recovery in SDS-
insoluble glutenin (gluten FiRec) in function Nft,... Results from«) Orvantis, (o) Caphorn and
(o) Isengrain are presented. Data in Fig. 3A.3b igtedfby simple exponential.

The evolution of the gluten FiRec is plotted indtian of N.tpeakin Fig. 3A.3b. For all
the cultivars, the gluten recovery in SDS-insoluidletenin decreased when increasitpeas
following an exponential decrease for the thredéivans. The exponential fitting (Fig. 3A.3b)
confirmed a similar relationship for Caphorn andnigrain. For these cultivars, the gluten
FiRec tended towards ca. 100% wHet.ea tended towards O, suggesting that the gluten
recovery of SDS-insoluble glutenin would be not &amed for very low values dfl.tpeax

In contrast to Caphorn and Isengrain, the glut&eEifor the cultivar Orvantis tended
towards ca. 48% wheN.t,eatended towards O (Fig. 3A.3b). This result suggésat 52% of
the flour SDS-insoluble glutenin would never be omesrable in gluten. This loss of
recovering capacity might be very rapid and coudd rbore time dependent thahtpeax

dependent (see the respective coefficients of latiwa in Table 3A.7). Nevertheless, a
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similar exponential decrease of gluten FiRec verSus..« was observed for the three
cultivars (Fig. 3A.3b), suggesting that a similaeahanism preventing the reformation of
SDS-insoluble glutenin in gluten occurred for theet cultivars. However, while Caphorn
and Isengrain presented a same exponential fa¢tea.o—0.0002, Orvantis presented an
exponential factor of ca. —0.0001, twice lower th#ose of Caphorn and Isengrain
(Fig.3A.3b). This result suggests that, for Orvantine 48% recoverabkg fraction was less
sensitive toN.teakthan the two other cultivars. So, we may concl(ipéhat the re-assembly
mechanism is altered by the cumulative dough dedtion in a similar way for the three
cultivars, but with some different effectivenessddii) that Orvantis is a particular cultivar
presenting a prompt and irreversible loss of 52%hefi fraction present in the flour.

[11.6. Gluten disulfide content

Due to their similar recoveries in terms of flouotein classes, all the gluten samples
were expected to give similar equivalent disulfatents, on a protein basis. On average,
gluten samples showed 70.36 = 4.1 (umoles/g prbtgquivalent disulfide bonds, with
minimal and maximal values ranging from 58.45 t®35umoles/g prot (Table 3A.8).

Table 3A.8. Disulfide bonds content of the extracted glutemplas and relationship with mixing
operating variables

Gluten disulfide contenpfnoles/g prot)

Orvantis Caphorn Isengrain
max 73.51 75.93 74.71
min 58.45 63.90 64.02
mean 69.86 71.53 69.62
CcVv 6.24 6.01 5.68
Analysis of correlations
Orvantis Caphorn Isengrain
Flour/water ratio -0.51 0.11 -0.01
Mixing speed K) -0.53 -0.82 0.13
toeak -0.91 0.68 -0.29
N.tpea -0.91 -0.97 -0.25
Mixing SME -0.97 -0.94 -0.20

"P<1%, P<5%
SME: Specific Mechanical Energy

The statistical analysis reported in Table 3A.8esmed that mixing conditions
significantly impacted on gluten equivalent distéfibonds, at least for Caphorn and Orvantis.
Higher mixing speeds and mixing times, and furtr@menhigher mixing SME antl.tyeax
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tended to depress the total disulfide equivaleatessible after protein reduction with DTE.
This feature suggests an irreversible oxidabbsome of the thiol groups normally involved
in disulfide bonds. During mixing, thiol/disulfidexchange or disulfide homolytic cleavage
could occur. The newly exposed thiol groups miglites an irreversible oxidation leading to
the formation of non-reducible thiol groups. Forimatof sulfinic and sulfonic groups, or
covalent coupling witln,3 unsaturated carbonyls, is conceivable if we acdimét batter
includes reactive oxygen species (ROS) able to t®mwith ionized thiol groups or thiyl
radicals (Schroeder and Hoseney, 1978; Sidhu,et@80; Rebello and Schaich, 1999; Morel
et al., 2002; Hoseney, 1992).

V. Discussion

Recently, we reportedChapter 2A) that variation in mixing parameters (speed and
F/W ratio) and wheat cultivars considerably affected time required for optimal batter
development (Table 3A.2). The present results shotat mixing parameters affected the
composition (GPC an#i content) but not the protein recovery of glutemgkes extracted
from the optimally developed batters. Variationgintenin size distribution and gluten purity
were related tdpeas besides to the mixing speed W ratio. An even better relation was
found with the number of mixing revolutions requirdo attain the optimal dough
development N.toeay. This result highlights the importance of the mg history on the
gluten/starch separation process, even startimy fetmilar” optimally developed batters.

Despite large differences in mixing times, all tyimally mixed batters showed the
same protein size distribution gkax The constanfi value of ca. 3-4% in batters is in
agreement with the value of 3% reported by Ait-Kaddet al. (2007) for a bread dough
mixed at peak development in a planetary mixer @aRrance). Breakdown of flour SDS-
insoluble glutenin polymers during bread dough nmgxin Farinograph or Mixograph, is also
well documented (Mecham et al., 1962; Gravelan8419Veegels et al., 1995, Skerritt et al.,
1999; Aussenac et al.,, 2001; Don et al., 2003). ikferred conclusion might be that,
irrespective of the mixer type, tl&W ratio or the mixing speed, the total breakdowrhef
flour SDS-insoluble glutenin content is required ¢et the optimal gluten network
development. This assumption would explain whydratfrom the cultivar Orvantis required
less time and energy to be optimally developed,payed to similar batters prepared from

cultivars Isengrain or CaphorrCljapter 2A). Indeed, the cultivar Orvantis presented the

124



- Chapitre 3A — Agglomération glutegd

lowest flour Fi content (15.8 % instead of 19.4 % and 22.3 % faphorn and Isengrain,
respectively).

After the gentle washing and sieving procedureualB@% of the flour proteins were
recovered in gluten, in accordance with the maxipratein recoveries reported in literature
(Anderson et al., 1960; Frederix et al., 2004). &theless, extracted gluten samples included
a more or less important quantity of starch, sittbedded within the gluten matrix. The
purest gluten samples were obtained from battershatave suffered the largest cumulative
deformation before reaching peak development #4g2). This finding was revealed thanks
to the standardized gentle washing and sievinggaha® we chose to apply. In addition, the
recovery in SDS-insoluble glutenin of the puresttglh samples was very low, suggesting an
inverse relationship between gluten purity and egluFiRec (Fig. 3A.4). Starch granules
would escape more easily from an optimally devedogkiten network, which has lost its
glutenin re-assembly capacity. Several studies rtegothat the plateau modul@y’ of
gluten, which can be a measure of the gluten elgstis positively correlated with its SDS-
insoluble glutenin polymer content (Cornec et H94; Popineau et al., 1994; Lefebvre et al.,
2000). A strong elastic gluten network, characestiby a high FiRec, might prevent more
efficiently the leaching out of starch than a lelsstic one, characterized by a low FiRec.
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Figure 3A.4. Evolution of gluten protein content (GPC) in fumctiof the gluten recovery in SDS-
insoluble glutenin (gluten FiRec). Results frow Qrvantis, (A) Caphorn andd) Isengrain are
presented.

While the mixing step induced the total breakdownFo fractions, the following
washing, sieving and resting steps allowed thessembly of SDS-soluble glutenins. Such a
re-assembly mechanism, occurring spontaneously whenmixing action is stopped, has
been widely reported in literature (Weegels et 95, 1997; Aussenac et al., 2001; Don et
al., 2005b).
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All the studies mentioned just above dealt withhegesread doughs, which required
low cumulative deformation to be optimally develddélaraszi et al., 2008). For bread dough
mixed attpeas the re-assembly of SDS-insoluble glutenin polynieas been shown to be
almost total (> 80%) after 60 min rest (Weegelalefi997). This feature is coherent with the
high FiRec of gluten samples extracted from bat@aphorn and Isengrain developed at low
N.tpeak Values (Fig. 3A.3b). In contrast, the drastic lof&iRec we observed for high.tpeax
has been never reported for optimally developeadoughs but can be connected to the
specific behaviour of over-mixed bread doughs. RégeDon et al. (2005) observed a lag-
time in the re-assembly kinetics of SDS-insolublietenin polymers of several over-mixed
bread doughs and observed that re-assembly wasotabteven after 90 min rest. They
postulated that the SDS-insoluble glutenin recoweag negatively affected by the applied
mixing energy. Our results show thetyeakiS more relevant than SME to account for gluten
FiRec loss. If we consider that this loss in recadsly capacity is a distinctive feature of
over-mixed bread doughs, batters mixed at Mgheax should be viewed as over-mixed
doughs as they just reached their optimal peakldpreent.

A special behaviour was observed for Orvantis, wleetarge part (52%) of the SDS-
insoluble glutenin polymers was never recoveregluten samples, even for batters mixed at
low N.tpeare Orvantis might present a flour constituent, abgeCaphorn and Isengrain, which
could induce an immediate loss of re-assembly dgpadowever, the remaining 48%i
fraction was always sensitive Mtpeacincrease, as found for cultivars Caphorn and Iseng
(Fig. 3A.3b).

Taking together, these results might suggest thstemce of recoverable and non-
recoverable SDS-soluble glutenin polymers. We déline recoverable SDS-soluble glutenin
polymers Es red as polymers able to re-assembly into SDS-inselghbitenin polymersH),
whereas non-recoverable SDS-soluble glutenin palyrfes non re) dO NOt have this capacity.
In the following Eq. (7), we propose a general nagtém that could occur during the batter
mixing to tpeak

[1] [3]
Fi ——= > FS‘ Rec ——————» AFS Non Rec (7)

WhereFi are the SDS-insoluble glutenin polymefs, rec are the recoverable SDS-soluble

glutenin polymers anBs yon recare the non-recoverable SDS-soluble glutenin pefgm
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The mechanism we propose implies four reactionsdbad be more or less prevalent
in function of the mixing history and the wheat totdr. Reactiong1l] and|[2] are the
commonly known reactions of breakdown and re-asggemidely reported in the literature
(Don et al. 2005). Reactid] allows the total breakdown of lar§e fractions at,eaxto form
Fs reo This reaction is mechanically driven and requiresing forces, such as shearing and
elongation. Reactiof2] allows the re-assembly & fractions fromFs geo This reaction is
known to occur spontaneously upon dough restingvéver, reactiongl] and[2] cannot
account for all the results presented in Fig. 3ABHhis is why we introduced reactiof]
and[4] .

Reaction[3] occurs for all the wheat cultivars and allows themation ofFs non rec
from Fs rec We suggest that reacti¢8] , dependent oN.tyear could rely on the oxidation of
thiol groups involved in the intermolecular bramahiof glutenin subunits. Supporting this
hypothesis, we found that gluten FiRec dropped alilye with the decrease of gluten
equivalent disulfide content (Fig. 3A.5), at ledst Caphorn glutensRE = 0.90). The
relationship was also significant for Orvantis ghs & = 0.66,P < 5%) but not for Isengrain
glutens. For Caphorn glutens, equivalent disulidatent dropped from 78 to 66 (umoles/g
prot) as gluten FiRec decreased from 84% to 30%elétively small decrease in equivalent
disulfide bonds (12 pmoles/g) led to a large desen gluten FiRec, i.e. to a large increase
in SDS-soluble proteins. According to a theoreticalculation, Grosh and Wieser (1999)
estimated that intermolecular disulfide bonds aoted for 9 pmoles/g of gluten proteins.
Our results are within the range of these “rhedally active thiols”. The relationship
between gluten equivalent disulfide content andegldFiRec confirms thad.{eaxcontrols the
irreversible thiol oxidation, in agreement with theevious statistical analysis (Table 3A.8).
The result is logical if we remember that gas-trangfficiency in mixed fluid is directly
related to the dimensionless mixing time numbes, the time per number of mixing
revolutions. Hence, the total amount of oxygen fpocated into the batter upon mixing will

be proportional tiN.tpex.
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Fig. 3A.5. Evolution of gluten disulfide content in functiaf the gluten recovery in SDS-
insoluble glutenin (gluten FiRec). Results from QOrvantis, (o) Caphorn andd) Isengrain
are presented. (---) linear regression line fort@ap data.

Reaction[4] was introduced to account for the special behavad@rvantis. It might
allow the formation ofs non rec€ither fromFi or Fs ree Actual results cannot allow us to
specify this point. We cannot exclude that, comgidoethe two other flours, Orvantis would
present a specific constituent implicated in resc{d]. Reaction[4] occurs rapidly and
might be chemically or enzymatically driven. It r@ims unclear whether reactipf] involves
or not the irreversible oxidation of some of theklyroups engaged into disulfide bonds, like
proposed for the reactidB] . We can just underline that, for similar ldWtpeacvalues (< 2
300), Orvantis glutens showed less equivalent fiilulbonds (71.12 + 1.8 pumoles/g, 9
samples) than the corresponding Caphorn gluten2§74 1.0 pmoles/g, 6 samples).
However, the two cultivars may also present difiérglutenin compositions and a
comparative analysis of the glutenin from Orvafibsir and mixed batters would be needed

to validate the hypothesis.

The reactiorf4] , specific of Orvantis, promoted a rapid converssbrEDS-insoluble
glutenins into SDS-soluble ones. It might be theesom why, even at very low torque values,
Orvantis batter developed so rapidly compared ttelsafrom Caphorn and Isengrain, mixed

at the same torque valugsh@apter 2A).
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V. Conclusion

In the present work, the efficiency of the glutésrsh separation was tested on
optimally developed batters, for which the optirdaligh consistency was obtained from very
different combinations of mixing times, mixing speeand flour/water ratios. Gluten samples
were extracted from these batters by using a stdndad gentle washing and sieving
procedure. The gluten protein recovery always redcha. 82%, whatever the mixing
conditions used. The optimal degree of gluten ngtwitevelopment guaranteed the stable
extraction of gluten proteins on the largest si@@0 pm) but also limited the leaching out of
starch. The protein content of the extracted glidamples, being comprised between 35%
and 60%, remained far from the industrial expecteti

Gluten purity was found to be related to the glusidS-insoluble glutenin content.
For batters developed at torque peak, almost alfltur SDS-insoluble glutenins were found
being converted into SDS-soluble ones. During thehing and sieving steps, glutenin re-
assembly occurred and variable amounts of SDSub#mlglutenins were obtained in the
extracted gluten samples. The gluten network elgtiand thereby its ability to limit the
leaching out of starch during the washing and sggteps, would be related to the extent of
glutenin re-assembly. The glutenin re-assembly aapaaried between the cultivars but, as a
constant, was negatively impacted by the dimenegmimixing time numbem\.tpeae We
proposed a general scheme accounting for the fogltenin re-assembly capacity in which
the thiol groups, involved in the glutenin interctsabonds, became irreversibly oxidized
upon mixing. Because the cumulative amount of oryigpeorporated into the dough should
be proportional toN.tyeax it was logical to foundN.feak as a relevant parameter of the
irreversible oxidation of thiol groups.

When a highN.tpeak Was required to reach the peak development, adpxical
situation was observed, where optimally mixed batshared with over-mixed bread doughs
the typical loss of glutenin re-assembly capaditybread dough, time to peak development
(toeay Was found to be rate-independent and describel.ty for different types of mixer
(Haraszi et al., 2008). In batters, mixing requiegtnfor optimal dough consistency was not
rate-independent at allChapter 2A). Nevertheless, the present work suggests that the
macromolecular structure of the glutenin polymersuld be distinctly controlled biX.tpeax
whatever the dough water content, the state okeglutetwork development or the mixing

device.
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RESUME/CONCLUSION

Cette étude confirme que le réseau de gluten estd@veloppé de facon optimale a
treak quelles que soient les conditions de pétrisstiisées. De plus, cette étude suggéere que
les polyméres de gluténine de grande taille, indekidans le SDS (fractidfi), jouent un
réle trés important dans les mécanismes d’aggldinérades protéines du gluten. La
dépolymérisation totale de ces polymeres de gln&rge produisant au cours du pétrissage,

serait d’ailleurs une condition nécessaire au dppmment optimal du réseau de gluten.

Les résultats obtenus dans cette étude permeteenqgraposer un schéma général
présentant trois voies de dépolymérisation Eiepossibles au cours du pétrissage. Outre le
mécanisme traditionnel de dépolymérisation d&s se produisant par hydratation et
cisaillement de la pate (réactifij ), ce schéma général propose également deux méemis
inédits qui empéchent la reformation des fractibndans un gluten extraittga. Le premier
(réaction[3]), qui est favorisé par des temps de melagé.ty €leves, serait sous la
dépendance de phénomenes d’oxydation irréversisetttiols impliqués dans l'association
intermoléculaire des sous-unités de gluténine (HK@®/et LMW-GS). Le second (réaction
[4]), serait activé par la présence d’'un catalyseger{echimigue ou enzymatique) qui ne
serait présent initialement que dans certaineadsayitelle qu’Orvantis. Il n’est d'ailleurs pas
exclu que ce méme catalyseur puisse étre forméars du pétrissage et que sa formation
progressive soit finalement responsable de laiga{3]. Ce point nécessite toutefois une
étude plus approfondie. Il en est de méme pouché&rma réactionnel proposé qui, n’étant
établi qu'atpeak dans ce chapitre, doit nécessairement étre védfida totalité du pétrissage

pour étre validé.

Au cours de cette étude, la variété Orvantis s.esbuveau distinguée des variétés
Caphorn et Isengrain. D’'une part, les conditionpéissage étudiées ont trés peu affecté la
composition biochimique des glutens Orvantis etdrait,eas tout comme les conditions de
pétrissage avaient peu affecté les valeurgde(Chapitre 2A). D’autre part, Orvantis est la
seule variété étudiée qui présente une perte isible des fractiongi contenues dans sa
farine. Ce phénoméne, associé a la faible tene&i de sa farine, suggére que la quantité de
Fi a dépolymériser et les voies utilisés pour celeisst responsables du temps de
développement de la pate. La validation du schéémergl proposé dans cette étude reste

toutefois indispensable.
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Chapitre 3B — Caractérisation rhéologique de glutes extraits de

pates pétries &,cqcSelon difféerentes conditions de petrissage

OBJECTIF

PrécédemmentChapitre 3A), nous avons montré comment 'historique du psdge
et la variété de blé utilisée peuvent influencemgement la composition biochimique d’un
gluten extrait atpeas apres un lavage doux et standard de la pate.alSant varier les
conditions de pétrissage, nous avons obtenu désnglyprésentant des teneurs en protéines
variant de 35 a 75% et des teneurs en polymérghutinine insolubles dans le SDS (fraction
Fi) variant de 4 a 20%. Or, il est connu que cesmeéhgs de gluténine influencent la qualité
d’'une farine (Weegels et al., 1996) ou la viscs#@tiaé d’'un gluten (Cornec et al., 1994;
Popineau et al., 1994; Lefebvre et al., 2000). digda teneur ehi des glutens est a présent
maitrisée, il serait intéressant d’étudier les pgaips rhéologiques des glutens obtenus. Cela
permettrait ainsi de connaitre l'influence du Esaige a la fois sur la composition et sur la

qualité du gluten extrait geak

De plus, nous avons fait 'hypohese danhapitre 3A que les glutens riches en
fractions Fi seraient trés élastiques et emprisonneraient gffisacement I'amidon, ayant
pour conséquence une teneur en protéines du ghétefaible. L’analyse rhéologique qui suit
se focalisera donc plus spécifiquement sur linfleee des fractiongi sur les propriétés

élastiques du gluten de blé.
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Publication n°4 -Influence of SDS-insoluble glutenin
polymers on gluten elasticity for a constant gluteim

to gliadin ratio*

Abstract

Dynamic oscillatory shear measurements were peddrion several whole gluten
samples to reveal the specific relationship betwiengluten elasticity, measured by the
height of the plateau modulu§y®, and the gluten content in SDS-insoluble glutenin
polymers. For that, 19 whole gluten samples exthétom three commercial wheat flours
(Orvantis, Caphorn and Isengrain) using a laboyabatter process were purified to reach a
similar protein content of around 81% for all tlzergples. SE-HPLC analyses showed that the
gluten samples tested differed in their conten8S-insoluble glutenin, while keeping the
same proportion of glutenin, gliadin and albumiakgllin. This resulted in a constant glutenin
to gliadin ratio for all the samples tested. Ladjgerences in storage and loss moduli were
observed between the gluten samples. Mechanicattrapevere quantatively analyzed
applying the Cole-Cole procedure to extract thegimeiof plateau modulus. A strong
correlation was found between the plateau modutasthe gluten content in SDS-insoluble
glutenin polymers. The relationship was confirmeg using three commercial gluten
samples. The results reported the specific inflaeoic SDS-insoluble glutenin polymers to

gluten elasticity.

*Auger, F., Lefebvre, J., Redl, A., Morel, M.H.,@& In preparation

135



- Chapitre 3B — Rhéologie glutegd

[. Introduction

Wheat gluten proteins mainly consist of gliadin ghatenin (Schofield, 1986). These
proteins have different effects on the rheologmalperties of dough and gluten. Gliadin is
essentially viscous, whilst glutenin imparts sttbngnd elasticity (Orth and Bushuk, 1972;
Huebner and Wall, 1976). Into gluten, the arrangenoé glutenin and gliadin confers some
remarkable viscoelastic properties to this raw mmt{ebeing responsible for the uniqueness
of wheat flour for breadmaking (MacRitchie, 197&tHam et al., 1985). However, the gluten
structure that could explain the unique gluten agdasticity is still lacking today. A widely
used approach is to consider the gluten phase @mtnuum polymer network, which is
stabilized by various interactions such as covaléinds, noncovalent bonds or
entanglements. According to the “loop-and-train”dabproposed by Belton (1999), linear
chains of glutenin polymers would interact with leather through a mechanism involving
the creation and breakdown of numerous hydrogedsdn this model, gluten viscoelasticity
would mainly result from the deformation of loopst lalso from the slippage of chains at the
train location. Another model consists of descigpbihe gluten phase as an entangled network
of flexible polymers (Singh and MacRitchie, 2001). this model, gluten viscoelasticity
would mainly result from the slippage of chainsotigh entanglements, while resistance to
deformation would come from the numerous entangfsner cross-links. For Hamer and
van Vliet (2000) and Lefebvre et al. (2003), glutamnot be viewed as a continuum polymer
network but as a transient network of gluteninipbkas. In their “hyper-aggregation” model,
Hamer and van Vliet (2000) proposed a multi-scaledeh involving different levels of
structure and different sub-models. For these asthgluten viscoelasticity would be the
result of multiple interactions occuring betweee tjiutenin particles but also from all the
other interactions occuring at the different suales of the model.

Among the gluten proteins, glutenin is an extrenplydisperse group of polymers,
with respect to size. The largest glutenin polymersoluble in sodium dodecyl sulfate (SDS)
(Graveland, 1984), play an important role in gousgnthe quality of flours for the
breadmaking industry. In their study, Weegels et (2P96) clearly reported that good
breadmaking flours contained high amounts of SD®luble glutenin, whilst poor
breadmaking flours contained low amounts of thegtion. In a recent papeCljapter 3A),
we gave evidence that SDS-insoluble glutenin atd® an the efficiency of the gluten/starch
separation process, by affecting gluten purity. Wiextracted from optimally developed

batters, gluten samples containing high amountS$-insoluble glutenin were shown to
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contain more residual starch than gluten samplesasong low amounts of SDS-insoluble
glutenin. We suggested that gluten elasticity iaseel with its content in SDS-insoluble
glutenin, and proposed that starch would escapee reasily from a more viscous gluten
network than from a more elastic one.

Cornec et al. (1994) already showed a strong oglshiip between gluten elasticity and
its amount in the largest glutenin polymers. Howetlee relationship they found was based
on gluten subfractions, which were prepared usieguential extraction with dilute HCI
solutions. The sequential extraction used allowaint to enrich gluten subfractions in large
glutenin polymers, but also affected the proportodrall the other protein groups, such as
medium-size glutenin, gliadin and soluble protdihis resulted in considerable variations of
the glutenin to gliadin ratio between the glutebfsactions. However, this ratio was shown
by others (Khatkar et al., 1995; Janssen et al96J1%o considerably affect gluten
viscoelasticity. Popineau et al. (1994) extendedwibrk of Cornec et al. (1994) using glutens
extracted from three near-isogenic lines of wheat Sicco), which differed in higiMr
glutenin subunits composition. Unfortunately, thused a similar acid sequential extraction to
enlarge the number of gluten subfractions testdns Procedure could affect the quality of
gluten proteins and led to the characterizatioglofen samples that were very different from
commercial glutens.

In a previous studyGhapter 3A), we were able to extract whole gluten samples
presenting variable contents in SDS-insoluble giutewhile keeping constant the proportion
of glutenin, gliadin and soluble protein. These tghu samples were extracted from
commercial wheat cultivars by using a simplifiebdeatory batter process, without acids or
detergents that could affect the quality of gluf@oteins. These gluten samples could be
useful to reveal the specific influence of the SBSsluble glutenin on gluten viscoelasticity.
However, these gluten samples still contained lag®wunts of starch and a purification
procedure should be performed before rheologicalsmements.

In the present study, we extend the works of Costel. (1994) and Popineau et al.
(1994) to a higher number of whole gluten sampldsge aim is to confirm that increasing
only the content of SDS-insoluble glutenin in glutecreases its elasticity, while keeping
constant the proportion of other protein groupsr BEwat, small deformation dynamic
rheological measurements were performed on sewehale gluten samples that were
extracted from optimally developed battersGhapter 3A, purified and analyzed by SE-
HPLC to determine their protein size distributidommercial gluten samples were also

characterized to enlarge the studied range.
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Il. Experimental

[1.1. Material

Gluten samples were extracted in a precedent sf@tgpter 3A) from optimally
developed batters of common wheat cultivars Organ€aphorn and Isengrain. The
procedure of gluten isolation was based on a labordatter process. These gluten samples
differed in their SDS-insoluble glutenin content iso in their protein content, which varied
from 35% to 65%. We selected 6 gluten samples f@wantis, 7 from Caphorn and 6 from
Isengrain to cover the largest range in SDS-indelgfiutenin content. The gluten samples
were purified in order to get a similar protein tant of about 80% for all the samples. The
procedure used to purify and rehydrate the gluéemptes is described in par2.

In complement, three commercial powdered glutenpéasn which presented protein
contents of about 75%, were kindly given by Tatéy®e Co. to enlarge the studied range.
Commercial gluten samples were rehydrated follovimg same procedure as performed for

other gluten samples and described in pa&t
II.2. Rehydration and preparation of gluten samples

Powdered gluten samples (0.7g of gluten proteirespweighted in a centrifuge tube
(50 mL). Distilled water (20 mL) at 20°C was addadd the content of the tube was
homogenized by vigorous vortex agitation. The twaes then placed on an orbital shaker
(Reax 2, Heidolph Elektro GmbH & Co., Germany) @yieig at 40 rev.min, and agitated for
15 min at 20°C. The suspension was subsequentigdien a stainless sieve with Bt pore
diameter size (Retsch GmbH & Co, Germany) to sépaitze gluten phase from starch.
Gluten was recovered on the sieve manually. Pathefhydrated gluten~{ g) was placed
into the measuring system of the rheometer whaestswas freeze-dried and ground into a
powder for Kjeldhal and SE-HPLC analyses. The magpan and characterization of gluten

samples were performed twice for each gluten sample

I1.3. Gluten protein content

Gluten protein content\(x 5.7) was determined using the Kjeldahl methogowdered
freeze-dried gluten samples after the purificapoocedure. The coefficient of variation of the

analysis was less than 1% for the gluten samples.
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II.4. SE-HPLC analyses

Extraction of proteins and SE-HPLC analysis werdggomed on powdered freeze-
dried gluten samples after the purification procedurhe procedure was carried out as
previously described by Morel et al. (2000) by perfing two sequential extractianA first
one, with a 0.1 M sodium phosphate buffer (pH @é&)taining 1% SDS, and a second one,
with the same buffer and a sonication step to dssp&DS-insoluble glutenin polymers.
Supernatants obtained from these extractions wgeeted onto a size exclusion column
TSK-G 4000-SW (Merck, France) (7.5 mm x 30 cm) ppad with a TSK 3000-SW (Merck,
France) guard column (7.5 mm, 7.5 cm). SDS-inselgbltenin polymersHj) content was
obtained from the total area of the chromatograrofrtee second extract. The contents in the
other protein fractions were obtained from thet festract profile: early-eluted fractionsl
andF2, included SDS-soluble glutenin polymers {26 15.1d Mr); following fractions,F3
andF4, included mainly gliadin (15.fGo 20.18 Mr); the last eluting fractior5, included
mainly albumin and globulin. The area under thekpearresponding to each fraction was
expressed in % of total protein, estimated from shen of the total areas under the
chromatogrammes of the two extracts, once corrdotettheir different solid-to-solvent ratios
(Morel and Bar-L’Helgouac’h, 2000).

[1.5. Dynamic rheological analysis

Dynamic shear measurements were carried out at @8it(@ a strain-controlled ARES
rheometer (TA Instruments, USA) fitted with a caed-plate measuring geometry (cone
diameter 25 mm, cone angle 0.1 radian, gapmi After gap setting, the gluten was covered
with demineralized water to avoid drying. It wa#t ke rest for 1h at 25°C before starting the
dynamic measurements to allow dissipation of stréa® mechanical spectra of each wheat
gluten sample were recorded successively by dengedise angular frequency from 100 to
0.01 rad.g and then increasing it back to 100 rddEhe ascending spectrum will be always
taken as a basis for analyses. Dynamic measuremengsperformed at 1% strain amplitude,
a range small enough to assume that the viscaelashiaviour remained within the linear
domain. Indeed, we checked that all the gluten $ssripehaved linearly for strain amplitude
of at least 3%r{ot showi).
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I1.6. Analysis of mechanical spectra

The mechanical spectra were analyzed using theaaegitoposed by Lefebvre et al.
(1993, 2000, 2003) and applied by Cornec et al94)9%nd Redl et al. (1999). The
mechanical spectra of gluten display a loss compéapeak in the upper region of the
frequency window, indicative of a network type dfusture. In the region of the peak,
mechanical spectra expressed in terms of the faampliance)’ = G'/(G’ > + G” %) and of
the loss compliancd = G”/(G' 2 + G” ?) can be fitted by the Cole-Cole model. The storage

and the loss compliance functions of the Cole-@udelel, for a viscoelastic fluid, are:

(wo/w)" + cosfm/2)

J,((JO) =%+ (JNc> -Jg) ((Ab/(.k))n + 2COSQTn/2) + ((,d(kb)n (1)
= (e - sin(mn/2) 1
(@)= -%) (wo/w)" + 2cosmn/2) + (Wwy)"  We “

where J' and J’ are the storage and loss compliance, respectivikiy;is the plateau
compliance associated with the network density;is the angular frequency of the loss
compliance peak and may be regarded as definindodladary between the plateau and
transition zones of the mechanical spectrums the frequency spread parameter which
measures the broadness of the loss pgals the steady state Newtonian viscosity dnes

the glassy compliance.

In fact, within the frequency window of the expeeints, the glassy compliandg for
which the order of magnitude would be ®10n?/N, makes an altogether negligible
contribution toJ'(«) andJ"(«). Similarly, we can drop the contribution of flod//;, c to the
loss compliance since the steady state Newton&sgosity/), of gluten is extremely higlcé.
10® Pa.s, Lefebvre et al., 2003). After these simdiiions, Egs. (1) and (2) can be combined
to give:

7'(w) :( e j’{(“ 430 (1 Iy Z(T[n/2)jﬂ2 -1} 3)

2tan(m/2) IN° In°

Eq. (3) is the equation of an arc of circle passhrgugh the origin. The first step of
the procedure consists in fitting Eq. (3), which teams only two adjustable parametedg®(
andn), to the experimental data in the upper regiotheffrequency window. This gives the
plateau compliancely® and the spread parameter The plateau modulu&y®, which
measures the network elasticity, is obtained sinaglg\° = 1/dx°. Then, fitting Eqs (1) and
(2) to the same data, witli® andn set to the obtained values, giwas the central frequency

of the loss compliance peak.

140



- Chapitre 3B — Rhéologie glutegd

[1l. Results and Discussion

[ll.1. Total protein content of gluten samples

After the purification procedure, all the 19 gluteamples presented very high values
of protein contents (Table 3B.1). The mean valueedafrom 77.8 % for Orvantis gluten
samples to 83.4 % for Caphorn gluten samples. Witdach cultivar, the coefficient of
variation for protein content was very low (< 4%Jje can therefore consider that the protein
content of all the gluten samples is similar an@bsut of 81%. This result shows that the
purification procedure succeeded in obtaining saatided pure gluten samples, a preliminary

requirement necessary to fulfill for their subsetudeological comparison.

Table 3B.1.Total protein content of gluten samples afterghefication procedure.

Wheat cultivar Protein content (%) mean Cv* min max

01 81.00
02 81.38

Orvantis o3 76.38 77.78 3.57 75.03 81.38
04 77.43
05 75.45
06 75.03
Ci1 86.65
C2 85.48
C3 83.43

Caphorn C4 83.49 83.42 2.44 80.97 86.65
C5 80.97
C6 82.10
C7 81.83
11 77.32
12 82.48

Isengrain 3 78.96 81.21 3.40 77.32 84.98
14 80.89
15 84.98
16 82.63

* Coefficient of variation
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[11.2. Protein size distribution of gluten samples

The protein size distribution of the purified glutesmples is given in Table 3B.2. All

the data are expressed in percent of the totatimobf the purified gluten samples.

Table 3B.2. Distribution of glutenin, gliadin and albumin/gl@in in gluten samples after the

purification procedure.

Glutenin Gliadin Albumin/Globulin
(:/l\J/Ei\e/Zf’ SDS-insoluble  SDS-soluble Total F3+F4 Fe
Fi F1+F2 Fi+F1+F2

o1 4.56 44.90 49.46 41.33 9.21

02 5.38 44.67 50.05 40.99 8.96
Orvantis 03 12.95 37.12 50.07 40.28 9.65
04 13.88 35.68 49.56 41.56 8.88

05 16.47 33.76 50.23 40.55 9.23

06 17.22 33.25 50.47 40.27 9.27

mean 11.74 38.23 49.97 40.83 9.20

Cv* 46.70 13.76 0.78 1.34 2.94

C1 8.21 42.87 51.08 39.50 9.42

c2 10.38 42.51 52.89 38.22 8.89

C3 17.91 34.59 52.50 37.92 9.58
Caphorn C4 18.39 36.15 54.54 35.93 9.53
C5 20.78 32.72 53.50 36.76 9.75

C6 22.27 30.76 53.03 37.43 9.54

Cc7 23.11 28.49 51.60 38.68 9.72

mean 17.29 35.44 52.73 37.78 9.49

Cv* 33.62 15.63 2.19 3.17 3.02

11 7.49 41.05 48.54 41.83 9.63

12 18.30 34.22 52.52 38.12 9.36
isengrain 13 18.86 33.23 52.09 38.37 9.54
I 22.60 28.04 50.64 39.96 9.40

15 24.30 29.01 53.31 37.17 9.52

16 26.57 26.04 52.61 37.66 9.73

mean 19.69 31.93 51.62 38.85 9.53

Cv* 34.35 17.07 3.39 4.48 1.45

* Coefficient of variation
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Within each cultivar, the respective proportion giutenin (total), gliadin and
albumin/globulin is comparable for all the gluteangples (CV < 5%). Gluten samples
extracted from Caphorn and Isengrain displayedra elese composition, with about 52.2 %
of glutenin, 38.3 % of gliadin and 9.5% of albungiobulin. Gluten samples extracted from
Orvantis showed only a slight difference in thegandion of glutenin and gliadin, with 50.0
% of glutenin and 40.8 % of gliadin. These distribas resulted in a mean glutenin to gliadin
ratio of 1.22 for Orvantis, 1.39 for Caphorn an83Lfor Isengrain. We think that it is allowed
to consider that all the gluten samples showed ewmaipe glutenin to gliadin ratios and
similar distributions of their proteins between tgkitenin, gliadin and soluble proteins
classes.

While the proportion of glutenin was constant fdr the gluten samples, large
differences existed in their size distribution rarf@able 3B.2). Gluten samples from Orvantis
presented SDS-insoluble glutenin contents rangion ¥4.6% to 17.2% of total protein. This
range was even larger for the gluten samples emlabm Caphorn (from 8.2% to 23.1%)
and Isengrain (from 7.5% to 26.6%). A larger ramgmuld not have been expected, as the

maximal SDS-insoluble content of the parental flas 22.3% for IsengrailChapter 3A).

The results confirm that we have obtained a sethuflevgluten samples presenting an
unique standardization of their protein compositionly the proportion of SDS-insoluble
glutenin varied, while the proportion of total gdatn, gliadin and albumin/globulin and the
protein content were kept constant.

[11.3. Viscoelastic behaviour of gluten samples

Fig. 3B.1 gives as examples the mechanical spettiiae gluten samples Orvantis 1
(O1) and Isengrain 6 (I16) (see Table 3B.2). Thes¢eglsamples were chosen because of
their contrasted content in SDS-insoluble gluteginien O1 presented the lowest content in
SDS-insoluble glutenin while gluten 16 presented ttighest one, among the tested series
(Table 3B.2). Both gluten samples presented a simm&chanical spectrum, as it was the case
for all the other gluten samples testemt(showh The spectra of all the gluten samples
studied displayed the classical shape encounteredlditen in the literature (Cornec et al.,

1994; Tsiami et al., 1997), which is characterisfia transient network structure (Lefebvre et
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al., 1993; 2000; 2003). In the experiments perfatntee frequency window encompassed a

section of the viscoelastic plateau approachingdrtesition zone of the spectrum.

100000 1

0,01 0,1 1 10 100
Angular frequency (rad.s ™)

Fig. 3B.1.Mechanical spectra obtained at 25°C for the glsmplesd, G’; m, G”) Orvantis 6 and
(A, G’; A, G") Isengrain 1. See Table 3B.1.

While the mechanical spectra of gluten samples @iLI& were qualitatively similar,
they differed widely in the magnitude of the mod@i(«) and G”"(«). The moduli were
significantly higher for the gluten 16 than for tlgguten O1. In Fig. 3B.2, tad = G"/G’,
which is a measure of the ratio of energy lostriergy stored in a cycle of deformation, is

plotted against the angular frequency. Whereadwoecurves had exactly the same shape,
gluten 16 displayed lower tadvalues than gluten O1, and thus at all the freqiesnstudied

in the experimental window.
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Fig. 3B.2. Tangents of the loss angles (G"/G’) plotted aaracfion of the angular frequency, at 25°C,
for the gluten samplea) Orvantis 6 and4) Isengrain 1. See Table 3B.1.
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This indicates a higher capacity - in relative ternts store mechanical energy. Thus,
gluten 16 appeared more "elastic" than gluten Q@ygesting indeed that gluten "elasticity"
increased with the proportion of SDS-insoluble ghih. However, effective investigation of
the relationships between gluten linear viscoatdgtiand its content in SDS-insoluble
glutenin requires rheologically relevant and phgdycmeaningful parameters to be extracted
from the mechanical spectra. This is the objechefGole-Cole analysis of the spectra.

l1l.4. Relationship between gluten elasticity amhient in SDS-insoluble glutenin

Mechanical spectra of gluten samples were submitteshalysis described in pdk6.
Some examples of fitting Cole-Cole arc to experitakdata are showed in Fig. 3B.3a-b. As
illustrated by the latter figure, the Cole-Colectar fitted only the data corresponding to the
highest frequencies within the experimental windoarresponding to the smallest values of
J' and J". This is because the contribution of slow loss ra®@ms, which increases as
frequency decreases, becomes then non-negligiloe. IBss mechanisms are responsible for
the loss compliance peak, which marks the limithef viscoelastic plateau in the direction of
low frequencies. This "slow" loss compliance peakgbiten, which can be framed in
retardation tests (Lefebvre et al., 2003), is ntible usually within the experimental
frequency window of dynamic measurements. Howewethis window, its "down-slope”
overlaps the "up-slope"” of the high frequency lpsak, which marks the high frequency limit
of the plateau and which is the one used in oulyaisaLefebvre et al., 1993, 2000, 2003).

Despite the fact that only a limited number of expental data can be used to fit the
Cole-Cole circle, reasonable confidence can beeplaa the results of the fit, since it
involved only two adjustable parameters, the patesmpliancely® and the spread parameter
n. The coefficients of variation were 7% and 2% GR° and onn, respectively (two
repetitions), involving sample preparation repraduity - probably the main source of
variation-, rheometrical error and Cole-Cole fiténtitude. The incertitude was much higher
(CV = 35%) onwy, as already reported by Lefebvre et al. (2000)s Bhiould be kept in mind

when comparing the results obtained on the diftegirien samples.
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Fig. 3B.3. Data from Fig. 3B.1 plotted in the complex comptia plane (Jt§) vs J")). Solid lines
show the Cole-Cole arcs of circle obtained byrfgtEq. (3) to experimental data in the high frequyen
region of the spectra. Open symbols are for thegxgental data and closed symbols are for the Cole-
Cole fitting data.

The Cole-Cole paramete@,°, n and a obtained for all the gluten samples are given
in Table 3B.3. The plateau modulGg° varied by a factor of 3.6, from 350 Pa (O1) to@27
Pa (I13), while the spread parametewas nearly the same for all the samples, arouad th
mean value of 0.29. The value was just very slightly higher for Orvantikitgn samples
(mean value of 0.31) than for Caphorn (mean vafu®29) or Isengrain (mean value of 0.28)
ones. As already stressed, the incertitudewmwas rather high, so that one should consider
that this parameter did not show large differentesn one gluten to anotheey ~ 0.03

rad/s). For these reasons, we shall focus the shgmuonGy°.
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Table 3B.3.Cole-Cole parameters obtained for the gluten sasnpl

Wheat cultivar GN° (Pa) ay (rad.s) n
o1 354 0.014 0.305
02 642 0.015 0.303
Orvantis 03 639 0.021 0.309
04 784 0.034 0.309
05 853 0.022 0.303
06 751 0.018 0.307
Ci1 535 0.027 0.296
Cc2 660 0.003 0.272
Cc3 727 0.011 0.284
Caphorn C4 944 0.007 0.264
C5 1059 0.025 0.281
C6 1000 0.052 0.291
Cc7 949 0.120 0.320
11 707 0.023 0.284
12 1166 0.023 0.279
isengrain 13 1268 0.036 0.278
14 1227 0.111 0.307
15 1261 0.038 0.280
16 1208 0.019 0.274

In Fig. 3B.4a, the plateau modul@° is plotted against the SDS-insoluble glutenin
content for all the gluten samples. A positive déineelation fitted the experimental data with a
good accuracy (R= 0.74). Since all the gluten samples tested hadsame protein content
(Table 3B.1) and varied only through their contenSDS-insoluble glutenin content (Table
3B.2), Fig. 3B.4a demonstrates that increasing ispa&ity the content in SDS-insoluble
glutenin considerably increases gluten networktieis Nevertheless, the regression line did
not pass through the origin and intersected théicatraxis atGy° ~ 300 Pa. Thus, the
formation of a gluten network does not seem to ireqthe presence of the proteins

constituting the SDS-insoluble glutenin fraction.
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Fig. 3B..4. Variation of the plateau moduluSy® with the SDS-insoluble glutenin content of the
glutens. (a) Linear plot. (b) Log-log plot. Crossghiten samples from Orvantis; Triangles: gluten
samples from Caphorn; Circles: gluten samples fisangrain. Errors bars correspond to the
coefficients of variation. Closed squares: comnargiuten samples tested. Dotted line: linear fiit o

the experimental data from Orvantis, Caphorn aaddsain.

In the literature, Cornec et al. (1994) and Popinetal. (1994) found a power law
relationship betweerG\° and the proportion of higher size glutenin polysnén gluten
subfractions. As showed in Fig. 3B.4b, a power fitied as well our experimental data’(R
0.75). Nevertheless, our results did not match tjadively those of the cited authors. In
particular, the dependence @f° on the gluten content in SDS-insoluble glutenirswa our
case, very much less steep, as we found a powenerpof only 0.56, whereas cited authors
found power exponents superior to 3. However, dgtaivie comparisons are not possible for
two reasons. First, the acid extraction used bydied authors could have affected the

rheological properties of gluten subfractions. $&cathe cited authors worked on gluten
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fractions presenting variable glutenin to gliadatios and, as reported by Khatkar et al.
(1995) and Janssen et al. (1996), this would héfeetad gluten elasticity and could have
increased the amplitude @\° values. Indeed, the range of SDS-insoluble gluteointent
covered in the present study was not as large dsrped in the literature (Cornec et al.,
1994; Popineau et al, 1994; Lefebvre et al., 2@@&nenek et al., 2004). However, as we
isolated the gluten samples from a gentle battecqgss that did not induced detergents,
pressure or high temperature, it would not have Ipessible to wider the studied range.

The structural and physical meaning of such a lolwevaf the power exponent (0.56)
is still not understood. As far as we searchedhm literature dealing on the rheology of
polymers and sphere suspensions, we did not fimer gthysical system presenting such a low
value. However, the results obtained were ascedaby the fair reproducibility of th&y°
values (CV = 7%) and by the strong correlation leetwGy° and the amount of SDS-
insoluble glutenin in gluten (Fig. 3B.4a-b). To ckelis correlation, we have submitted three
commercial gluten samples (pdirtl), which contained 81% of proteins after purificati to
the same purification procedure and rheologicaladtarization as the other gluten samples.
Their plateau modulus values felt close to the goa lines obtained in Fig. 3B.4a-b when
plotted against their contents in SDS-insolubletegiin. Further experiments, such as
calculations of gluten volume fraction (Domenek adt, 2004), would be necessary to

understand the real meaning of the power exportgatred.

V. Conclusion

In the present work, the rheological behaviour @ihdardized and common wheat
gluten samples was tested. These gluten samplesimedtvariable proportions in SDS-
insoluble glutenins, while keeping the same praporin total glutenin, gliadin and soluble
protein, and the same glutenin to gliadin ratie@f1.3. The elasticity of such gluten samples
was strongly correlated with their content in lagatenin polymers: a higher content in
SDS-insoluble glutenin induced a greater elastioitygluten. However, the range &i\°
values obtained for such standardized gluten sanwades quite narrow, in comparison of the
values found in the literature. For the gluten siaspested(Gy° varied from 300 to 1300 Pa.
Further studies would remain to be performed téebemderstand why such apparently large
differences occured between the standardized gkdemples tested in the present work and
those tested in the literature, obtained with ofiwe@rcedure of gluten extraction and gluten

preparation.
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RESUME/CONCLUSION

Cette étude confirme que I'élasticité du glutenraegte bien spécifiquement avec sa
teneur en polymeres de gluténine insolubles daB®® (fractiori). Un gluten pauvre ehi
est par conséquent tres peu élastique, tandis glien riche eifri est trés élastique.

Cette étude complete également les résultats etlngpes présentés dan<leapitre
3A. On peut ainsi conclure que l'historique du pétage n’affecte absolument pas le
rendement d’extraction du glutent@a qui reste stable autour de 82%. Par contre, lplus
temps de mélangd(tp,eay Nécessaire au développement optimal de la p@mente, plus la
capacité repolymérisante en fractibndes glutens diminue. Les filaments de gluten,salor
pauvres erfi, ne présentent plus suffisamment d’élasticité petenir les grains d’amidon
qui s’échappent du réseau de gluten lors du ladage pate. Le gluten extrait est alors trés

pur en protéines.
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EXTRACTION ET QUALITE DU GLUTEN

EXTRAIT EN SOUS- ET SUR-PETRISSAGE
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Chapitre 4A — Influence du pétrissage sur le rendeent

d’extraction et la composition du gluten tout au lmg du pétrissage

OBJECTIF

Dans le Chapitre 3A, nous nous sommes intéressés a |'extraction dterglu
uniguement a l'optimum de développement de la fatewr cela, différentes conditions de
pétrissage ont été utilisées, ce qui nous a pedmigettre en évidence que I'historique du
pétrissage, qui n’influence pas le rendement déetion du gluten &peas influence par
ailleurs énormément la composition biochimique dutemm Chapitre 3A) et sa qualité
rhéologique Chapitre 3B).

Au cours duChapitre 3A, nous avons observé qu’a I'optimum de développémen
la pate, le rendement d’extraction du gluten dtaifjours constant(82%) et que la teneur de
la pate en polymeres de gluténine insolubles denSDS était elle aussi constante et
qguasiment nulle { 4%). Au cours du présent chapitre, nous proposbékargir I'étude
précédente a la totalité du pétrissage, a savogoas- et sur-pétrissage. Cette étude a pour
objectif de suivre les cinétiques d’agglomératioss dorotéines du gluten ainsi que les
cinétiqgues de dépolymérisation des polymeéres demhe insolubles dans le SDS au cours
du pétrissage complet de la pate. Ceci devrait gitren de valider ou de réfuter les
hypotheéses que nous avons émises dan€Hapitre 3A, a savoir que le rendement
d’extraction du gluten serait maximakgax tandis que la teneur de la pate en polymeres de
gluténine insolubles dans le SDS y serait minimale.

De plus, dans I€hapitre 3A, nous avons proposé un schéma réactionnel inadit g
présente les voies de dépolymérisation et de repoigation des polymeres de gluténine
insolubles dans le SDS. Nous proposons dans lemtrébapitre de vérifier que ce modeéle

s’applique tout au long du pétrissage, a la foisars- et sur-pétrissage.
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Publication n°5 -Influence of mixing on gluten
protein recovery and composition. Il. Extraction

from under- and over-mixed batters

Abstract
The present study extends our previous work deatinggluten extraction from

optimally developed batterChapter 3A). Here, gluten and starch were extracted from
under-, optimally- and over-mixed batters usindoaf batter process, which included three
successive steps: mixing, washing and sievingrdieroto reveal the specific influence of the
mixing step, a standardized gentle washing andrgjeprocedure was selected. Two sets of
batters were studied for the three wheat culti@ngantis, Caphorn and Isengrain: a set of
fast batters, for which optimal dough developmettuored after ca. 20-40 min of mixing,
and a set of slow batters, for which optimal dodglelopment occurred after ca. 100 min.
Mixing promoted the agglomeration of gluten prosginwhich were recovered as
agglomerates during under-mixing. We showed thatuton of gluten protein recovery and
purity followed the degree of dough developmentr Bib the batters, the gluten protein
recovery progressively increased during the lagseland was maximal at the optimal dough
development, where a protein recovery of ca. 82% whtained. Then, gluten protein
recovery decreased during over-mixing. In contrd&,protein content of the extracted gluten
decreased during under-mixing, was minimal at {htéal dough development and increased
during over-mixing. We showed that dough developmehed on the breakdown of flour
SDS-insoluble glutenin polymers. In consistent dratt this breakdown was mainly
mechanically driven, whereas it was mainly chenlyoat enzymatically driven in the case of
more dilute batters. Mixing experiments with NEMlopided evidence that a spontaneous
reaction, which allowed the reformation of SDS-inbte glutenin, occurred during mixing
and counteracted the glutenin breakdown. This m@actonsiderably slowed down the

optimal development of the batter.

*Auger, F., Morel, M.H., Dewilde, M., Redl, A., 280In preparation
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|. Introduction

Separation of wheat flour into vital gluten andreihais a very ancient practice, which
has been continuously modified all along the lasttary (Anderson et al., 1958; Robertson
and Cao, 1998). Nowadays, vital gluten is mainlyraoted industrially by the batter process
and all its derivatives (Roels et al.,, 1998). Thiscess involves three successive steps:
mixing, washing and separation. At first, flourmsxed with water using water/flour ratios
between 0.7 to 1.8 (Anderson et al., 1958) to gilmatter. Different mixing technologies can
be used to promote or not gluten network developrdanng the mixing stepQhapters 1
and 3A). The batter is then broken up mechanically dutirgwashing step by mixing it in
presence of large amounts of additional water twdpce gluten lumps, suspended in the
starch suspension (Anderson et al., 1958). Findily,gluten/starch separation is performed
using gyrating or vibrating sieves, centrifugesgatders or hydrocyclones (Anderson et al.,
1958, 1960; Fellers, 1973; Meuser et al., 1989iSiat al., 1993).

We recently gave evidence and explained how tret fitixing step of the batter
process influences the gluten protein recoveryamdposition from an optimally developed
batter Chapter 3A). For that, we extracted gluten samples from batteixed at optimal
dough development. We used a standardized andeg®atihing and separation procedure, to
maintain as constant as possible the gluten pratgnactions built-up during the first mixing
step. We found a high and stable protein recoveoan82%, whatever the mixing conditions
used (batter water content or mixing speed). Ireexgent with Frederix et al. (2004), we
suggested that mixing influenced the gluten/staegbaration efficiency through the degree of
dough development it promoted. Nevertheless, gls@mples were extracted only from
optimally mixed batters and the assumption needdzbtascertained from studies carried out
with under- and over-mixed batters. This is the fitgective of the present work.

The amount and quality of the flour glutenin polysjeespecially the largest ones
insoluble in Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), is allyginown to play an important role in the
dough rheological properties and in the qualityfloéir for breadmaking (Graveland, 1984,
Moonen et al., 1986; Weegels et al., 1996; Sajpirgted Suchy, 1999; Peighambardoust et
al., 2006a). During bread dough mixing, the molacsize distribution of glutenin polymers
is shifted toward the smaller species, as showthéybreakdown of SDS-insoluble glutenin
(Graveland, 1984; Weegels et al., 1995; Skerritl.etl999; Aussenac et al., 2001; Don et al.,
2003). This event is known to occur in a more os lesversible way in bread dough,

depending on the extent of mixing (Weegels etl#l97; Aussenac et al., 2001; Don et al.,
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2005b). InChapter 3A, we found that mixing a batter to the optimal depeent also led to

the total breakdown of the flour SDS-insoluble ghih. However, a subsequent gluten

extraction led to a variable reformation of SDSeindle glutenin, depending on the mixing

condition used. In the same work, we showed thataeted gluten displaying the highest

content in SDS-insoluble glutenin also displaye@ tbwest protein content. All these

preliminary results suggested the importance of -8i38luble glutenin in batter mixing,

gluten formation and gluten quality.

In Chapter 3A, we have proposed a general mechanism accoumtirige breakdown

and the re-assembly of SDS-insoluble glutenin dwaitld occur during batter mixing and

subsequent gluten extraction. This mechanism ispted as follows:

. 1
Fi %’ FS‘ Rec [3] | FSNon Rec (1)
I A
\\\ \\\\ /

~~< -

whereFi is the flour SDS-insoluble glutenin polymer fractj Fs rec iS @ recoverable SDS-

soluble glutenin polymer fraction ami non reciS fOr a SDS-soluble glutenin fraction that can

not be recovered as a SDS-insoluble fraction.

This mechanism was proposed for optimally mixeddpattin that respect:

Reaction1] allows the breakdown of largé to formFs ree This reaction is favoured
when the mixing efficiency,e. the mixing stress, increases.

Reaction2] allows the re-assembly & fractions fromFs re, This reaction is known
to occur spontaneously when the mixing stops (Weegeal., 1997, Don et al., 2005b).
Reaction[3] allows the formation oFSs non recffOm FS reo Its extent is related to the
number of mixing revolutions. We hypothesized tthet irreversible oxidation of thiol
groups involved in the glutenin inter-chains bomygis at the origin of the accumulation
Of FSNon Ree

Reaction[4] allows the rapid formation OFS non rec€ither fromFi or Fs ree This
reaction is specific of some wheat cultivars. Wevatd that reactiofd] exists for the
cultivar Orvantis but not for the cultivars Caphamd Isengrain. This reaction might be
chemically or enzymatically driven and favoured thg presence of a specific flour

constituent.
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Ascertaining the availability of this general megisan in under- and over-mixing
conditions is the second objective of the presesrtkwin consequence, we propose to follow
the evolution of the protein recovery and compositof gluten extracted from under- and
over-mixed batters to gain more insight into how ttegree of dough development really
influences the efficiency of the gluten/starch sapan. For that, the washing and separation
procedures will be kept very gentle. The effect ofing on the changes in the molecular size
distribution of glutenin will be also presented batters and extracted gluten samples to

validate the general mechanism presented abovelfsch).

II. Experimental

I1.1. Flours

Same commercial wheat grain samples - cvs. Orya@aphorn and Isengrain
(France, harvest 2004)- as used in previous st@ieapters 2A and 3A were milled again
on a Buhler laboratory mill (MLU 202, Buhler, Sweizand) according to AACC (2000)
method 26-31. Moisture and ash contents were detedraccording to AACC methods (44-
15A, 08-01, respectively). The protein conteNt X 5.7) was determined using Kjeldahl
method. Soluble (WEAX) and total arabinoxylan cotgewere determined as described by

Rouau and Surget (1994). Biochemical charactesisti¢he flours are given in Table 4A.1.

Table 4A.1.Flour characteristics

Wheat cultivar Extraction rate Dry matter Ash Protein WEAX Total AX
(%) (%) (% db) (% db) (% db) (% db)
Orvantis 71.08 85.48 0.41 10.75 0.58 2.33
Caphorn 71.69 85.98 0.46 10.32 0.62 2.16
Isengrain 72.92 86.47 0.44 10.09 0.35 1.80

I1.2. Gluten isolation

Gluten samples were extracted from under-, optynalhd over-mixed batters using a
simplified laboratory batter process describe€irapter 3A. The process included the three

successive conventional operations: mixing, washimg)separation.
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[1.2.1. Mixing step

Flour-water blends were mixed at 25°C using a pgmganixer bowl P600 (Brabender
OHG, Germany), as described ©@hapter 2A. Total dough mass was 550 g and all
ingredients were equilibrated at 25°C before mixihygthis work, two mixing conditions
were tested for each cultivar in order to obtaifast dough development, with a time for
optimal developmenttf.oy of ca. 20-40 min, and a slow dough developmeitt) &tpea Of
ca. 100 min. From our previous worRHapter 3A), contrasted gluten purities and contents in
SDS-insoluble glutenin should be expected from fastl slow batters, once optimally
developed. To obtain fast and slow batters, we ckmsese, for each cultivar, two levels of
flour/water /W) ratio as different as possible but still in tlaage of the=/W ratios used in
our previous worksCGhapters 2A and 3A. The mixing speeds were then selected in the
range of 80-100 rpm in order to get the considéggdvalues. Mixing conditions selected to
obtain the fast batters were: 1.68V at 80 rpm for Orvantis, 1.26/W at 100 rpm for
Caphorn, and 1.3B/W at 100 rpm for Isengrain. The correspondingk values were exactly
42 min, 21 min and 43 min for the fast batters afvadtis, Caphorn and Isengrain,
respectively. Mixing conditions selected to obttir slow batters were: 1.G04W at 90 rpm
for Orvantis, 1.18~/W at 85 rpm for Caphorn, and 1.34W at 90 rpm for Isengrain. The
correspondindpeak Values were exactly 106 min, 105 min and 96 mintlie slow batters of
Orvantis, Caphorn and Isengrain, respectively. &brthe batters, mixing was stopped at
different degrees of batter development (0.1-053607-0.9-1.0-1.2,¢49 to extract the gluten
in under- (< 1), optimally- (= 1) and over-mixing (L) conditions. To follow glutenin
breakdown during mixing, portions of batters (2 sgmpled during mixing were frozen
immediately in liquid nitrogen, freeze-dried andgnd into powder before analysis.

[1.2.2. Washing step
The mixed batters were immediately diluted with &ddal water (1000 mL) and stirred

gently for 10 min at 25°C, as indicated previouslZhapter 3A.

[1.2.3. Separation step
The gluten-starch suspension obtained after the ingsétep was sieved as previously
described Chapter 3A). Gluten samples, recovered separately on thee threves, were
rested during 30 min at ambient temperature bebmiag frozen in a freezer at —20°C,
lyophilised and ground into powder. From the endnifing and the deposit of glutens into
the freezer, the global time for washing, sievingl aesting was exactly the same for all the

experiments (ca. 60 min).
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[1.3. Flour, dough and gluten protein size distrilmn by SE-HPLC

Extraction and SE-HPLC analysis of protein from fyupowdered freeze-dried
batters and gluten samples was carried out asqu#lyi described by Morel et al. (2000) by
performing two sequential extractions. The firsthaét 0.1 M sodium phosphate buffer (pH
6.9) containing 1% SDS, and the second with theesamffer and a sonication step to
disperse SDS-insoluble glutenin polymers. Supemsatabtained from these extractions were
injected onto a size exclusion column TSK-G 4000-@érck, France) (7.5 mm x 30 cm)
equipped with a TSK 3000-SW (Merck, France) guartbroa (7.5 mm, 7.5 cm). SDS-
insoluble glutenin Ki) content was obtained from the total area of thmatogram of the
second extract. The elution profile of the firstraxt was divided into five fraction$1 to
F5, from the first to the latter eluting fractiongll the areas under the chromatogram were
expressed in % of the total protein, estimated fithin sum of the total areas under the
chromatograms of the two extracts, once correabedheir different solid-to-solvent ratios
(Morel and Bar-L'Helgouac’h, 2000). Glutenin contewas estimated from the sum of
fractions Fi, F1 and F2, gliadin content from the sum of fractiofs3 and F4 and

albumin/globulin content from the fractidib.
[1.4. Protein content of gluten samples

The protein content of gluten samples (GPC) wasrahed using Kjeldahl method
(N x 5.7). The coefficient of variation of the anatysvas less than 1%. Recoveries in gluten
of total protein (GPR), glutenin (Glu Rec), gliadi@li Rec) and albumin/globulin (Alb/Glo
Rec) were calculated in mass percent of their edeint counterpart in flour (db), as described
in Chapter 3A. An indexed form of the above abbreviations wasduwhen the gluten
recovered from a specific sieve was only considgiel GPRy for the gluten protein
recovery obtained on the 800 pm sieve).

As already introduced previoushyCliapter 3A), the recovery of SDS-insoluble

glutenin reformed into the gluten was calculatetbiews:

MFigutenx 100
Glu Rec

GlutenFiRec= ( .
mFi fiour

) x100 )

where mFiguen IS the mass (g) oFi fraction included in gluten, Glu Rec is the gluten

recovery (%) andnFiqor is the mass (g) dFi fraction included in the flour mass of the batter.
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[1.5. Batter mixing with N-ethylmaleimide

For the three cultivars, mixing conditions leadiogbatter development in about 100
min (slow batters, see pdit2.1) were also carried out in the presence of a thiotking
agent N-ethylmaleimide (Sigma, Germany), to avoid all plolgsmechanisms of glutenin re-
assembly. Thé&l-ethylmaleimide (NEMI) was directly added in the mix water at a dose of
10 pumoles of NEMI/g of flour protein. Batters werexed until their optimal dough
development. A portion (2 g) of batter was immeeliasampled atyeax While the gluten was

extracted and analyzed as above.

I1l. Results

[1l.1. Batter mixing curves and dough samplings

Batter mixing curves and dough sampling times amesgnted in Fig. 4A.1. As
introduced previouslyGhapter 2A), a typical batter mixing curve is characterizgdabfirst
decrease of torque (referred to as decay phaday phase where the torque is generally
minimal and remains fairly constant for variabl@das of time, a sudden and progressive
torque rise to the optimal dough development tlaiucs attyeax Following the optimum
peak, the torque collapses more or less upon furtiteng, depending on the flour and the
mixing condition used (Fig. 4A.1). A batter samplegforet,cak is defined as being under-

mixed, while a batter sampled aftgsakis defined as being over-mixed.

We previously showedChapter 2A) that during the first decay phase, the initial
small protein particles (> 20 um), which were eyatitpersed within the batter, merged into
some growing agglomerates, referred to as glutempsu(> 100-200 um). Decrease in torque
seemed to be due to the condensation of a lot afl sSmeracting particles into discrete and
large protein agglomerates. During the lag phdmentean size of gluten lumps could slightly
increase but the main striking feature was the @pga of gluten strandsGhapter 2A). The
final torque rise coincided with the massive traasifrom gluten lumps to gluten strands and

to the formation of the filamentous gluten netwatksea
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Fig. 4A.1. Batter mixing curves and samplings performed for tultivars Orvantis, Caphorn and

Isengrain. (a-c) Fast batters on the left and @dyv batters on the right,cais the time for optimal
dough development.

Differences in batter mixing curves can be obsemve&ig. 4A.1, according to the
duration of each of the mixing phases and torqueega For each cultivar, mixing was
performed several times in order to extract glitem a batter obtained at different degrees
of development. Sampling times)(were standardized with respect to thgk value. The
mixer was stopped at 0.1-0.3-0.5-0.7-0.9-1.04Je4 to give under-, optimally-t{tpeax = 1)
and over-mixed batters. Importantly, the degredamfgh development reached after a given
sampling was not necessarily similar for all thétdra tested (Fig. 4A.1). For example, the
end of the lag phase and the beginning of the ®rige occurred after Ofgeax for the fast
Isengrain batter (Fig. 4A.1c) while it occurredeaf®.Otyeaxfor the slow one (Fig. 4A.1f).
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[11.2. Influence of mixing on the SDS-insolubletghin content of batters

Evolution of the batter SDS-insoluble glutenki)(content during mixing is depicted
in Fig. 4A.2a. For the three cultivars, the inittahe ¢s = 0) referred to the parental flour
sample. Flours showed varialfi¢ contents of 15.5%, 21.5%, and 20.9% for the cattv

Orvantis, Caphorn and Isengrain, respectively.
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Fig. 4A.2. (a) Evolution of the SDS-insoluble gluteniRi) content of batter in function of mixing
time. (b) Evolution of the normalized batteér content (% of floufFi content) during mixingis is the
sampling time reported in Fig. 4A.1 atd.is the time for optimal dough development. Reslutim
batters #,$) Orvantis, &,A) Caphorn, and®,0O) Isengrain. For each cultivar, closed symbols are
for the fast batters and open symbols are for tbe snes, see Fig. 4A.1. In Fig. 4A.2a, crossed
symbols are for the batters sampled,ak and arrows showed the beginning of torque riseséone
mixing conditions. Insert in Fig. 4A.2b plots thermalized batteFi content obtained at 0t3tycax
versus the apparent batter viscosity (estimatedigiag torque*100 / mixing speed) at QB peax
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The SDS-insoluble glutenin polymers, initially presa the flour, were broken down
during mixing, as reported elsewhere on bread dogfeegels et al., 1995; Skerritt et al.,
1999; Aussenac et al., 2001; Don et al., 2003;Kaitidour et al., 2007). The decrease of
SDS-insoluble glutenin was balanced by the fornmatib SDS-soluble glutenirFl andF2)
(not showi

For all the experiments, the battércontent was minimal dfeax (Ca. 3-4 %, crossed
symbols in Fig. 4A.2a) and remained stable durinvgranixing. Therefore, getting the
optimal batter development induced the almost tbtabkdown of SDS-insoluble glutenin.
The kinetic ofFi breakdown considerably differed according to tHeeat cultivar and the
mixing condition used (Fig. 4A.2a). While it appedras a monotonic and a continuous event
over the entire mixing for the major part of battstudied, thé=i breakdown also showed,
sometimes, a fast and prompt acceleration occuaintpe end of the mixing, as the torque
began to rise to peak development. This is partiljutdear in the case of the slow batters of
Caphorn (Fig. 4A.2a, open arrow) and Isengrain.(Efy.2a, plain arrow). Nevertheleds,
attained its minimal value exactly &ta for all the mixed batters and whatever the kinetic
observed (Fig. 4A.2a). The torque rise precedyagk signaled the massive occurence of
gluten strands and the formation of a connecteiniéntous gluten networliChapter 2A).
Thus, gluten would have suffered larger deformatiamg higher mixing stresses during the
torque rise than during the lag phase, during wiiclten was in the form of discrete lumps
conveyed by a suspending sheared fluid. This coufdaam why theFi breakdown was
accelerated during torque rise.

For the slow Orvantis batter, a large part of ttrmant of flourFi fraction was broken
down very rapidly. After only 30 min of mixing, thé content of this batter was 4.4%.
However, dough development occurred only 76 mier)as the battdfi content reached its
floor value of 3.3%. Thus, almost 75% of the totaking time has been occupied to
breakdown only 1.1% of SDS-insoluble glutenin. Evénsuch a low amount seems
insignificant, it is tempting to conclude that theeakdown of the entire pool of the flour
SDS-insoluble glutenin, until the last polymeryegjuired for the filamentous gluten network
formation of this batter. For the other slow battexf Caphorn and Isengrain, the
breakdown was monotonic or even linear (slow Isaimgbatter in Fig. 4A.2a) all along the
mixing to peak development. In these latter caglesen network development seemed to be
the natural conclusion dfi exhaustion. So, depending on the mixing conditisedy theFi
breakdown appeared as a cause but also as a censeqf the optimal batter development.

As a cause for the very dilute batters (slow bg}iefior which the torque rise only started
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when the batteFi content was almost broken down (Fig. 4A.2a). Aasequence for the
more consistent fast batters (Fig. 4A.1), for whilkh torque rise started for high values of
batterFi content and then induced the total breakdown @Ebgi fractions. Moreover, we
can observe in Figs. 4A.2a and 4A.1 that the torggeestarted for higher values of batker
content as the baseline consistency of the bafigriricreased, by increasing tRéw ratio.
Indeed, the torque rise started for baftércontents of 6%, 12% and 15% for the slow
Caphorn batter, the fast Isengrain batter and #s¢ €aphorn batter, which respectively
showed &, value of 1.1, 2.2 and 2.5 N.m.

The use of a reduced time scal#.y) coupled to a normalization of the amount of
batter Fi fraction to that of the parental flour did notoa¥l to fit all the kinetics offi
breakdown onto a single master curve (Fig. 4A.2this feature, which could be rather
anticipated from the scatter of the plots giverkig. 4A.2a, indicates that the mechanism of
Fi breakdown varied from a mixing condition to anothBevertheless, kinetics dfi
breakdown observed for the two Isengrain batterd #re fast Caphorn batter were
superimposed from 0 to Otgax (Fig. 4A.2b). Above this value, kinetics of thesffdatters of
Caphorn and Isengrain diverged from linearity. Fritva Fig. 4A.1b-c, it is clear that Ot&ax
marked the end of the lag phase for these bathergonsequence, deviation of tie
breakdown from a monotonic course was not unfores@&ée deviation from a linear
behaviour seemed to originate rather from the ngixdanditions than from the flour type. It
was striking to observe that Caphorn showed bolimesmr and a curvilinear kinetic dfi
breakdown, according to the mixing condition usew).(4A.2a). The plots inserted in Fig.
4A.2b support the hypothesis that the shift frore behaviour to another could be related to
the apparent viscosity of the batter during thegdhgse, estimated by the ratio between the
baseline torque and the mixing spe@gN (Chapter 2A). A low apparent viscosity, which
results from a large amount of free water not distroy the flour constituents, seemed to

favour a non-linear kinetic dfi breakdown (Fig. 4A.2b + insert).

[11.3. Effect of NEMI during batter mixing

In a preliminary work Chapter 3A), we have previously proposed a reactidh in
the Scheme (1), in order to account for the laegevery of SDS-insoluble glutenin polymers
into the gluten samples extracted from optimallyedeped batters. Nevertheless, we did not
discuss if the reactiof], which obviously occurred during the gluten exti@t process,

could also exist during the batter mixing. Howewitre kinetics observed in Fig. 4A.2b
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suggest that the breakdown of SDS-insoluble glatémduced by the mixing stress (reaction
[1]) may have been balanced by a reverse reactionsevéiectiveness varied according to
the mixing condition used. If not, a unigue mastarve would have been found in Fig.
4A.2b, by taking into account the mixing stressliggpon the batter, which is proportional to
the mixing torque. However, the mechanism involedlutenin breakdown is still under
debate. Belton (2005) proposed that mixing favdhesdisruption of glutenin in SDS buffer
without any change in the disulfide skeleton of gh&enin polymers. Nevertheless, the effect
of thiol reducers and blockers on bread dough dgveént time (Don, 2005a; Peressini at al.,

2007) highlighted the importance of thiol/disulfidechanges in gluten network formation.

In an attempt to block an eventual glutenin re-adde through the reformation of
glutenin inter-chains disulfide bonds, we added NEMO the mixing water for the slow
batters. Batter mixing curves obtained, with anthait NEMI, are presented in Fig. 4A.3.
For the three slow batters tested, adding NEMI amrably reduced the time for optimal
dough development. No change in the mixing torqueve; which strictly overlaid the
reference one before the onset of torque rise,olvasrved for the NEMI batters (Fig. 3). The
new values otyeax Obtained with NEMI were 28.5 min for Orvantis, 17n for Caphorn
and 19.0 min for Isengrain,e. between 0.17-0.3.eax Of the reference mixing times. The
NEMI batters sampled @fcaxalso showed the same floBr values as those reported above
for the standard mixing conditions, and extractédegm samples were very poor in SDS-
insoluble glutenin, showing that NEMI prevented ghih re-assemblynft showh So,
adding NEMI accelerated the kineticfaf breakdown and shortened batter development time,
as already reported for bread dough (Don, 2005a)n@change in the applied mixing stress
occurred, the feature signals the occurrence adrdagonist reaction that, in the absence of
NEMI, considerably slowed-down tite breakdown.

A NEMI dose of 10 umoles/g of protein was selectethis work because, according
to the theoretical calculations introduced by Grasd Wieser (1999), such an amount would
be within the range of the number of thiol groupailved in the glutenin inter-chain disulfide
bonds. This dosage was 10 times lower than the dagagerally used to modify bread dough
mixing time (Kaufman et al., 1986; Hoseney and Reg&990; Don, 2005a; Peressini at al.,
2007). Indeed, according to the experiments cawigdoy Don (2005a), a NEMI dose of 10
pmoles/g of flour (and not of protein) decreaseshdrdough mixing time by only 30%. For
the three batters studied here, the time redust@sabout 70-80% of the referenggivalue
(Fig. 4A.3). The different sensitivity of bread déugnd batter toward NEMI addition could
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be explained by differences in the balance betwkerreactiongl] and[2] of the Scheme
(2). In bread dough, the reactifit] would be so intensive due to the high consisteridihe
dough, resulting in a very high mixing stress, tiia reactiorj2] would not have time to be

as prevalent as in the case of the more dilutetsastudied here.
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Fig. 4A.3. Batter mixing curves of slow batters Orvantis, B@am and Isengrain mixed (black line)
with and (grey line) withoul-ethylmaleimide at a dose of finoles/g of flour protein. See Fig. 4A.1
for mixing conditions.
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As shown in Fig.4A.3, batters of Caphorn and Isaimgmixed with NEMI began to
develop just after the end of the decay phase, edlsea longer mixing time was required for
the Orvantis batter mixed with NEMI. On the othendiawithout NEMI, all these batters
developed after the same mixing time. This restlbwsng that NEMI was less effective for
the Orvantis batter than for the two other batteosild suggest that the reacti@ would be
less prevalent in the case of Orvantis than incdme of Caphorn and Isengrain. It could be
one of the reasons explaining why, at any giverlb@storque, the time to optimally develop
an Orvantis batter was always shorter than obsefwedatters of Caphorn and Isengrain
(Chapter 2A).

The present results confirm the existence of reasfily and[2] of the Scheme (1) during all

the mixing step. However, further experiments aeded to assess the balance between these
reactions. From the important effect of NEMI on batievelopment time, we may however
conclude that reactiof2] seems to be one of the key factors that conteldilration of the

lag phase and that it considerably slows down dalggielopment in a batter.
[11.4. Influence of mixing on gluten protein recoye

Gluten samples were extracted from the under-nagly- and over-mixed batters.
The evolution of the total gluten protein recoveBPR) obtained on the three sieves during

mixing is presented in Fig. 4A.4.
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Fig. 4A.4. Evolution of the gluten protein recovery (GPR)idgrmixing. ts is to the sampling time
reported in Fig. 4A.1 antlc.is the time for optimal dough development. Resiutim batters ¢,$)

Orvantis, @&,A) Caphorn, and®,0O) Isengrain. For each cultivar, closed symbolsfarethe fast
batters and open symboils are for the slow onesrigedA.1.
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Proteins were easily recovered from the two Orgabatters, whatever the mixing
conditions and the mixing time. Furthermore, thet@n recovery was stable and very high
(80-83%) during the entire mixing step for thistar. In contrast, large variations of GPR
values were observed during mixing for the batmr<Caphorn and Isengrain. For these
batters, the evolution of GPR followed the battéxing curve. The GPR increased from 45—
58% at 0.1tpeaxto 70% at 0.3peas in accordance with the first decay phase (see4Adl).
Then, the GPR tended to remain rather stable ddh@gntire lag phase at around 70-75%
(see slow batters of Caphorn and Isengrain in #4g4). For the slow Caphorn batter, the
GPR finally increased rapidly from Ot§.axto the maximun torque, in accordance with the
torque rise (see Fig. 4A.1). For the fast Caphatteb, for which the torque rise began after
0.3 tyeak the GPR increased steadily from @« to attain its maximal value §ax So, for
all the batters, torque rise favoured the finatéase of protein recovery, which was maximal
at tpea IN contrast to under-mixing, during which the GPRreased with mixing time, the
GPR decreased with mixing time during over-mixifitpge drop was very important for the
slow batters but was rather limited for the fadtdya (Fig. 4A.4). For the slow batters, over-
mixing even led to GPR values inferior to thoseaoi®d in under-mixing conditions. Thus,
depending on the mixing condition and the flourdjserer-mixing can lead to a more drastic

loss of proteins than under-mixing.

As a general rule, the higher GPR, the higher &fHig. 4A.5). Indeed, gluten
samples extracted from under-mixed batters of Caphand Isengrain were initially
distributed on the three sieves at the beginninthefmixing, and were then progressively
accumulated on the 800 um sieve as the GPR incr€kgg 4A.5). In consequence, mixing
induced the agglomeration of gluten proteins tlaat lse followed by the increase of GigR
However, the values of GR# were not the same for the three cultivars duringing. In
contrast to Caphorn and Isengrain, all the gluenpes extracted from the Orvantis batters
were always recovered on the 800 pm sieve, extdpllg,eax for the fast mixing condition,
i.e. after 4 min of mixing (Fig. 4A.1a). This result ste@that the agglomeration of Orvantis
proteins occurred very rapidly. In consequencemight suggest that the fast agglomeration
observed for the cultivar Orvantis resulted fronveay high agglomeration capacity of its
proteins, which lead to very large gluten agglorteaFinally, while mixing induced the
continuous and maximal agglomeration of glutenginst untiltpeas Over-mixing induced the

disruption of the gluten network and its spreadiugr the three sieves (Fig. 4A.5).

171



- Chapitre 4A — Agglomération gluten sous- et séiripsage

As reported for the total GPR, only the slow battef Caphorn and Isengrain were

greatly affected by over-mixing, while the slow @ntis batter and the fast batters did not.
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Fig. 4A.5. Evolution of the gluten protein recovery (GRIR obtained on each of the three sieves
during mixing (black for 80um, grey for 40Qum and white for 20Qum). ts is to the sampling time
reported in Fig. 4A.1 antle.is the time for optimal dough development. (a-aytFbatters are on the
left and (d-f) slow batters on the right. See Big.1 for mixing conditions.

[11.5. Influence of mixing on glutenin, gliadin aatbumin/globulin recovery

Fig. 4A.6a-c shows that glutenin recovery alwayseexied gliadin recovery and even
more exceeded albumin/globulin recovery. Gluterenorvery was especially high (> 85—
95%) during the lag phase, followed by gliadin rery (> 70-85%) and albumin/globulin
recovery (> 50-60%). This is coherent with the dasiregy average molecular size of these

protein groups and their increasing water soluyhilit
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Fig. 4A.6.(a-c) Evolution of the gluten recovery in glutei®lu Rec;®,$), gliadin (Gli Rec;A,A)

and albumin/globulin (Alb/Glo Re@®,O) during mixing. (d-f) Evolution of the Glu Rec/GRec ratio
during mixing. Closed symbols are for the glutempgkes extracted from the fast batters and open
symbols are for the gluten samples extracted flmrstow batterds is to the sampling time reported
in Fig. 4A.1 and.ais the time for optimal dough development. Battarsing conditions as in Fig.
4A.1.

From Figs. 4A.6a-c and 4A.4, it appears that tleeeiase in recovery of all the protein
groups was related to the continuous increase &.@®Roreover, their evolution was exactly
parallel between each protein group (Fig. 4A.6add)erefore, for a same cultivar, the
proportion of glutenin, gliadin and albumin/globulinto the gluten was exactly the same
during the entire under-mixing phase. The Glu RacR&c ratio was also very stable and
similar during all the lag phase for the gluten plas extracted from slow batters of Caphorn
and Isengrain (Fig. 4A.6e-f). Thus, the increas&BRsoo during the lag phase (Fig. 4A.4)

was not related to a change in the protein comipositf the gluten agglomerates.
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In accordance, the gluten samples collected onthiree sieves did not show any
significant difference of their protein group distition (not showm). At tpeax Similar Glu
Rec/Gli Rec ratios were obtained from the slowdyatCaphorn and Isengrain (1.12 and 1.13,
respectively), but ratios were lower than during thg phase. Simultaneously, a prompt
increase in Alb/Glo Rec was also observet)akfor these batters (Fig. 4A.6b-c). We might
suggest that the formation of the filamentous glutetwork attpeas Which increased the
surface/volume ratio of the gluten phase, may Haveured the physical entrapment of the
remaining proteins present in the water-starch exusipn (gliadin, albumin and globulin),
which did not take part in the structure of thetgiu phase. Similarly, larger gluten
agglomerates would also be able to entrap morédkoluheat proteins than smaller ones. It
might be the reason why gluten samples extracted finder-mixed Orvantis batters showed
a higher Alb/Glo Rec and a lower Glu Rec/Gli Reanthgluten samples extracted from
Caphorn and Isengrain (Figs. 4A.6a and 4A.6d).Iknaver-mixing generally induced a loss
of all the protein groups (Fig. 4A.6a-c). Howewgradin, albumin and globulin recovery was
more affected by over-mixing and, as a generaliréme Glu Rec/Gli Rec ratio increased for
all the slow batters (Fig. 4A.6d-f). For the fagttbrs, the effect of over-mixing was less

obvious and concerned mainly the Alb/Glo Rec.
[11.6. Influence of mixing on gluten protein conten

The evolution of the gluten protein content (GPCjirdy mixing is presented in Fig.
4A.7.

100

90 A

80 -

70 4

GPC (%)

60 -

50 4

40 ‘ ; ‘ ; ‘ ‘ ; ‘ ;
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
t s/t pear ratio

Fig. 4A.7. Evolution of the gluten protein content (GPC) dgrimixing.ts is to the sampling time
reported in Fig. 4A.1 antlc.is the time for optimal dough development. Resiutim batters ¢,$)
Orvantis, @&,A) Caphorn, and®,0O) Isengrain. For each cultivar, closed symbolsfarethe fast
batters and open symboils are for the slow onesrigedA.1.
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The GPC, high at the beginning of mixing (4., slightly decreased until Of5eax
where it remained stable until the end of the lhgse (until 0.%peax for the slow batters).
When the gluten was distributed over the threeesigunder-mixed slow batters), the GPC
was found to increase from the largest to the sw@flieve by 2-4%npt showh Looking at
the slow batters, we observed that the proteinerraf Orvantis glutens (70-63%) remained
lower than those obtained for gluten samples ofn@ap and Isengrain (82-72%) during the
lag phase. However, Orvantis glutens were alwagsvered on the 800 um sieve (Fig.
4A.6d), in contrast to the gluten samples of Caphand Isengrain (Fig. 4A.6e-f). We
previously suggested that Orvantis proteins coukkgnt a higher agglomeration capacity
than proteins of Caphorn and Isengrain. This woelsult in larger gluten agglomerates,
which could physically entrap more starch granulesulting in a lower GPC value.
Following the same reasoning, we have previoustwshthat, at the beginning of mixing,
gluten particles merged into large micro-sized gjiutumps Chapter 2A). We suggest that,
as the gluten agglomerates grew, more and morehstgranules became entrapped,
explaining the initial decrease of GPC until &« (Fig. 4A.7). In that respect, the growing

of gluten lumps could persist until Ot&aak

Then, GPC considerably decreased with the torqeeansl reached its minimal value
at tpeak €xactly (Fig. 4A.7). The feature is manifest foe thluten extracted from the fast
Caphorn batter, for which the torque rise stariedes0.3tyca The developing filamentous
gluten network seems to have physically entrappedstarch granules very efficiently, but
also the remaining soluble proteins, as we suppabette. Att,eax the GPC was higher for
gluten samples extracted from the slow batters thase extracted from the fast batters, in
accordance with our previous resul@hapter 3A). In over-mixing conditions, the gluten
purity largely increased. It is not clear whethérthe starch granules leached from the
filamentous gluten network because it was completidrupted during over-mixing or if
gluten strands, which may have become thinner er-ovMxing, were disrupted during the
washing phase. This point needs further experimétsvever, a real disruption of gluten
strands occuring directly during over-mixing wolldve decreased the mixing torque during
over-mixing more than observed in Fig. 4A.1. As tbijue values recorded in over-mixing
were always larger than those recorded during umieng, where the gluten network was
not yet connected, we suggest that over-mixingdddnghtening of the gluten strands.
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[11.7. Influence of mixing on gluten SDS-insolugletenin content

The evolution of the SDS-insoluble glutenia)(content of gluten samples extracted

during batter mixing is presented in Fig. 4A.8a.
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Fig. 4A.8. (a) Evolution of the gluten SDS-insoluble gluteKiii) content during mixingts is to the
sampling time reported in Fig. 4A.1 afgkis the time for optimal dough development. (b) Etion

of the gluten recovery in SDS-insoluble glutenidui@n FiRec) in function of the humber of mixing
revolutions N.ty). Results from batters#®(,<>) Orvantis, @& ,A) Caphorn, and®,O) Isengrain. For
each cultivar, closed symbols are for the fasteosthnd open symbols are for the slow ones, see Fig
4A.1.

For all the mixing conditions, thei content of gluten was always larger than e
content of the batter it was derived from (Figs.8#and 4A.2a). The feature demonstrates
without ambiguity that a re-assembly of SDS-solugletenin polymers occurred during
gluten extraction. The re-assembly event was lamgyg @bvious for gluten samples of

Isengrain and Caphorn whereas it remained lese®ewvidr Orvantis glutens (Fig. 4A.8a).
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Moreover, for all the mixing conditions and flousad, the gluterri content progressively
decreased during mixing, before undergoing a praieptease in the range of 0.9 to thedw
This result suggests that mixing irreversibly aféecthe amount of SDS-insoluble glutenin in

gluten.

In a previous study dealing with several optimalgveloped batterChapter 3A),
we have shown that the number of mixing revolutiand the wheat cultivar controlled the
recovery of SDS-insoluble glutenin in the extractgdten (gluten FiRec). In consequence,
gluten FiRec data were plotted against the numbarixing revolutions K.to) in Fig. 4A.8b.
For gluten samples extracted from all the slowdrattit is clear that gluten FiRec decreased
linearly with N.ts during the lag phase. Moreover, the slope of g@ehse was similar for the
three cultivars. The feature is in total agreemeith Whe existence of a reacti¢8] in the
Scheme (1)during the overall mixing phase. The situation isrenambiguous for gluten
samples extracted from the fast batters where agephase was shorter. Nevertheless, the
continuous decay of gluten FiRec during the lagspheeems also to be the rule (see gluten
samples extracted from the fast Isengrain battéign4A.8b).

A brusque and important drop of gluten FiRec oclirexactly few minutes before
treak fOr the gluten samples extracted from the slowebsit as the torque increased. The
filamentation of the gluten lumps is a drastic dyemhich irreversibly impaired the re-
assembly capacity of the large glutenin polymetst,&« theFi contents recorded for gluten
samples extracted from the slow batters approxintiese of the batters (Figs. 4A.2b and
4A.8a), indicating an irreversible loss i recovering capacity. The same feature was
noticeable for the gluten samples extracted froenfélst batters but it occurred only aftgex
(Fig. 8b). Such a difference between gluten sam@kdsacted atyeax from the slow and fast
batters could be anticipated from our previous w@&@hkapter 3A). Indeed, we showed that
the number of mixing revolutions required to atttie optimal dough developmem.(peay
negatively impacted the gluten FiRed k.

However, the present study shows that the impatiteohumber of mixing revolutions
(N.t) on gluten FiRec differed if the gluten was exteacatt,eax Or during the lag phase.
Indeed, for a samB.ts value of ca. 2660, the gluten FiRec was greatlyelo(26%) for the
gluten extracted under its filamentous form, frame fast Caphorn batter at 2.« than
extracted under its agglomerate form, from the staphorn batter at 013cax (95%) (Table
4A.2). This result highlights the harsh effect oé tijluten filamentation on the re-assembly

capacity of SDS-insoluble glutenin polymers.
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Table 4A.2. Influence of the degree of dough development engluten recovery in SDS-insoluble
glutenin (Gluten FiRec) for a similar number of imix revolutions K.ts)

Wheat cultivar N.ts * (rpm.min) to/tpeak* Gluten FiRec (%)
Slow 2652 0.3 95
Caphorn
Fast 2665 1.2 26
) Slow 4320 0.5 93
Isengrain
Fast 4050 1 71

* N is the mixing speeds is the sampling time artg..«is the time for optimal dough development

Once again, Orvantis presented contrasting resottgpared to the two other cultivars.
An important initial drop of gluten FiRec (40%) pesled the steady gluten FiRec decrease
that occurred during the lag phase (Fig. 4A.8b). T@ature can be related to the significant
drop of gluten FiRec we have previously reportedtfe Orvantis glutens extracted from
optimally developed batters at loN.t,eax (Chapter 3A). In order to account for the
phenomena, we have introduced a reacf#nin the Scheme (1). The present study shows
that this reaction, leading to an irreversible los$-i recovering capacity, occurs from the
beginning of mixing. This rapid irreversible breakdoof SDS-insoluble glutenin polymers
might explain the very fast kinetic &fi breakdown observed for the two Orvantis batters

(Fig. 4A.2a) and the lower effect of NEMI on the makOrvantis batter (Fig. 4A.3).

IV. Discussion

Recently, we reportedChapter 3A) that extracting gluten from optimally developed
batters guarantee a protein recovery of ca. 82%tevier the mixing condition used. The
present work confirms this value and shows thatieglyrotein recovery is always maximal at
treak (Fig. 4A.4). In contrast, the purity of gluten galas in protein is minimal &peax (Fig.
4A.7). Surprisingly, the gluten protein recoverydapurity values are always antagonist
during the entire mixing step: as the gluten proteicovery increases during under-mixing,
the gluten purity decreases and, as the gluteriprotcovery decreases during over-mixing,
the gluten purity increases (Figs. 4A.4 and 4ATHis result clearly shows that the degree of
dough development affects the gluten protein regoemd purity, in accordance with our
previous suggestionsChapter 3A). However, what affects the degree of dough

development? Present results, in combination with pyevious studiesChapters 2A and
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3A), can open a large discussion on the importantleeofgglomeration and filamentation of
gluten proteins on the mechanisms of dough devedoprand on the influence of dough

water content on these mechanisms.

First of all, we are going to define what we catlugh development. As shown
previously Chapter 2A) and in agreement with the results presentedgn4A.5, the gluten
phase in batters can be distributed in the fornagglomerates or strands. Gluten lumps,
formed after the hydration of the initial small dloprotein particles, exist during the entire
under-mixing phase but totally vanish tadax to the benefit of gluten strands that span the
entire dough mass. In the latter state, the batthibits its classical visco-elastic properties,
whereas it behaves like a complex suspension afrhable gluten lumps and rigid starch
granules all along the under-mixing phaSadpter 2A).

We gave evidence that batter development relietherreakdown of the flour SDS-
insoluble glutenin polymers (Fig. 4A.2a). In paeélto this breakdown, the size of gluten
agglomerates increases progressively (PR Fig. 4A.5), showing that the agglomeration
capacity of gluten proteins increases as bdtiedrops. At the same time, the protein
composition of the gluten agglomerates (proportbglutenin, gliadin and soluble proteins)
remains rather constant (Fig. 4A.6), pointing owtable composition of the gluten particles
present since the very beginning of mixing and ssfjgg that a relationship between
glutenin and gliadin already preexists within thauf protein bodies. We might suggest that
those initial gluten particles, presenting a fixgdtenin/gliadin ratio, can be considered as
elementary gluten bricks, which agglomerate durmging to form larger gluten lumps. The
ability of these gluten bricks to agglomerate sedmsely on the structure of the large
glutenin polymers, which might constitute the “dgicore of the gluten particles. As the
SDS-insoluble glutenin polymers are broken downirdumixing, the deformability and
sticking properties of the gluten agglomerates khte increased, thereby facilitating their
merging into larger gluten lumps upon collision ameformation. In that respect, gluten
elasticity has already been related to the amou8D&-insoluble glutenin polymers in gluten
(Cornec et al., 1994; Popineau et al., 1994; Letelat al., 2000), and gluten was already
shown to exhibit the properties of a pressure sgasadhesive(Heddleson et al., 1993;
Pommet et al.,, 2005). Therefore, decreasing the amoti Fi fractions of the gluten
agglomerates during mixing decreases their elagtidi results in increasing their

agglomeration capacity by increasing the numbegffective interactions between the more
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and more sticking gluten agglomerates and theseckenvironmenti.e starch granules and
other gluten lumps. It finally leads to an increas@rotein recovery but also to a decrease in
gluten protein content, as the bafedrops (Figs. 4A.4 and 4A.7).

However, the size increase of gluten lumps is mdficsent to optimally develop a
batter. For that, we have shown that the discratéeig lumps must turn into connected
strands Chapter 2A). The physico-chemical basis of this profound dtrtad change will
need further work before being elucidated. In tlodoWing, our hypothesis is thdEi
breakdown facilitates the mixing-induced conversiémicro-sized gluten lumps into gluten
strands. At,ea the molecular size of glutenin is shifted towtird molecular size of gliadin,
which was already shown to arrange spontaneoudly jpmotein fibrils after hydration
(MacMaster et al., 1999). As the mixing torque cmmusly decreases in over-mixing
condition, remaining however still higher than agriunder-mixing (Fig. 4A.1), we suggest
that gluten strands become thinner as over-mixamicues. Therefore, thinner gluten strands
would be more easily disrupted during the washteg,deading to the spreading of the gluten
phase as protein fibrils dispersed on the threeesjeand to the increase of gluten protein
content by an easy leaching of starch from theni@atous gluten network (Figs. 4A.5 and
4A.7).

In batter, the breakdown of flour SDS-insolubletghin seems to be the result of the
balance of at least three reactions, occuring dumiixing. At first, glutenin breakdown is
induced by the mixing stress and the reaction isatiely to be proportional to the mixing
torque level Chapter 2A). This is the primary reaction quoted [4$ in Scheme (1). This
reaction is counteracted by its reverse, which detdthe recovery of the SDS-insoluble
glutenin (reactionj2] in Scheme 1). Change in the disulfide crosslinlgtegus of the glutenin
polymers seems to be involved during the reactibh@nd[2] . This was proven by the rapid
Fi breakdown and by the shorter mixing times obsemédte presence of NEMI (Fig. 4A.3).
Similar investigations and results can be found irecent paper of Peressini et al. (2007).
Like these authors, we also observed that NEMI hediéurther glutenin re-assembly during
gluten extractionr{ot showi. This indicates that NEMI interacts with the glutethiols.

In the dilute and slack batters, the mixing stressains very low and the reactifi]j
would be easily balanced by the reactjah, which was showed to play an important role in
batter development time (Fig. 3). In the absencanother reaction, batter mixing would only

lead to a weak breakdown Bf fractions and no dough development would happes.the
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reaction[3] of Scheme (1), which in fact drives the batteredepment. This reaction leads to
an irreversible loss of glutenin re-assembly caga€iuring the lag phase, the similar decays
of gluten FiRec observed for all the batters stidig. 4A.8b) suggest that the reaction rate
is independent to the batter composition and toetktent of batteFi breakdown (pseudo
zero-order reaction). We have previously proposed the reactiorf3] could involve the
irreversible oxidation of the glutenin thiols bynse reactive oxygen species or by their
derivatives Chapter 3A). Moreover, change in dough structure due to tlaenéntation of
gluten lumps further increases the rate of thistrea[3] (Fig. 4A.8b). It is possible that the
massive filamentation of gluten lumps includes maireand oxygen into the gluten network,
or that the increasing gluten surface in conta¢hwair due the filamentation increases its
oxidation.

A last reaction is also possible to rapidly prevdm re-assembly of SDS-insoluble
glutenin. However this reaction, quotg in Scheme (1), is specific of the cultivar Orvanti
and does not occur for the cultivars Caphorn aedgsain. We have previously proposed that
the reaction4] could be induced by the presence of a specifistdoent in the Orvantis
flour (Chapter 3A), but the knowledge of this reaction is at itsibagg. This reaction gives
to the cultivar Orvantis some special mixing cheeastics, especially well adapted to batter
mixing: it allows a fast batteffi breakdown (Fig. 4A.2a), which is responsible te thgh
agglomeration capacity of the Orvantis proteinsthi® high protein recovery obtained since
the beginning of mixing, and to the fast dough digwaent observed previously for this flour
(Chapter 2A).

For the slow Orvantis batter, and for all the dilubatters studied here, the
filamentation phase, which ensures the massivsitran of gluten lumps to gluten strands, is
only possible when all the flour SDS-insoluble ghih polymers are broken down during
under-mixing (Fig. 4A.2a), which can be assimitthtto a maturation phase. In such dilute
mixing conditions, the battdfi breakdown is mainly induced by the react[8h, plus the
reaction[4] for Orvantis batters (Figs. 4A.2a and 4A.8b). dmtrast, as the batter consistency
increases for the fast batters, by decreasing #tterbhydration, the filamentation phase
begins to start earlier during the mixing proceasd for higher batteFi contents (Fig.
4A.2a). Therefore, breaking down the entire poolflotir SDS-insoluble glutenin is not
necessary to initiate the filamentation phase liesé more consistent batters. For the latters,
and as the batter consistency increases, the prexebf reactioi3] decreases (Fig. 4A.8b)

to the benefit of reactiofl]. Indeed, the mixing stress increases as the mikdngue
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increases, and the mixing torque increases by dsiog the batter hydration, but also by the
occurrence of the filamentation phase (Fig. 4A.Hgence, the filamentation phase is
responsible for the acceleration of fhiebreakdown observed for the more consistent batters
(Fig. 4A.2a) and it results in the same floor vatiebatterFi content at,ea This strongly
cooperative torque rise observed for the more aurated batters indicates that an extensive
gluten filamentation is possible as soon as acatilmount of gluten lumps or strands start to
interact. The probability to obtain this critical aomt of protein interactions is very high for
the more concentrated batters, but considerablyedses for the more dilute ones, as the
diluting action of added water increases the ditapetween gluten agglomerates. For the
more slack batters, a long maturation phase, claiyior enzymatically driven, seems to be
consequently necessary to reach a sufficient deftbom of gluten lumps to allow their

physical connection into gluten strands.

This discussion dealing about the difference betwemssistent and slack batters can
be extended to the difference existing betweend@ugh and batter, according to the
mechanisms of dough development. Indeed, the miffiereahce between batter and bread
dough development seems to be related to the pryxioh gluten particles. In the more
consistent bread dough, the maturation phase igisibte and the filamentation phase occurs
very rapidly. In such concentrated system, ingiaten particles seem to be sufficiently close
to each other to interact as soon as they are teglrf, and we may suppose that it is the
case because of their standard composition, thergjarticules swell at the same rate, a site
percolation network can be formed almost immedyatelbread dough, thanks to the close
contact of hydrated gluten particles. Upon furtimensive mixing, the gluten particles could
rapidly turn into filaments. At the same time, #raount of SDS-insoluble glutenin in dough
drops rapidly as the filaments undergo the larg®rdeations implied by mixing a visco-
elastic network. In bread dough, the role of reast[3] and[4] of Scheme (1) seems to be
negligible for the control of dough developmentnassuggested above that the filamentation
phase only starts from the percolation of closerdigdl gluten particles and does not require
any maturation phase. Nevertheless, we may suppaseeaction$3] and[4] seem to have
an impact on the dough breakdown rate that ocaunisigl over-mixing (Don et al., 2005b).
The results reported by Peighambardoust et al. @006 zero-developed bread dough seem
to be in accordance with this hypothesis. Theseoasitthowed, by confocal microscopy, that
zero-developed bread dough, obtained by blendiogr fand ice without mixing energy,

resulted in an even distribution of gluten parscl®oreover, when mixed in a z-blade arm
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mixer, the optimal dough development time was 38%&6 shorter for the zero-developed
dough than for the reference flour-water mixturepehding on the flour used. Furthermore,
these authors reported that the reformation okgiatmacro-polymer into the zero-developed
dough - an event corresponding to the reformatio8@S-insoluble glutenin - was strongly
hindered in over-mixing condition compared to th&erence, as the mixing torque decreased
more rapidly. According to our hypotheses, in $éiydration of gluten particles by ice should
already have induced the close contact betweerategigluten particles before mixing. This
allowed to obtain the immediate spreading of theeyl network and to obtain shorter dough
development times than the reference dough, wigighired more time and energy to hydrate
and squezze its gluten particles to gluten strafksrefore, reactiof8] of Scheme (1) could
occur more efficiently during over-mixing of theraedeveloped dough, leading to the earlier

loss in the recovery of SDS-insoluble glutenin tbbgerved in rested dough.

In contrast to the bread dough, for which optimaten network development would
be initiated through a site percolatiom from the close contact between gluten particles, t
gluten network formation in batter seems to be Igamitiated through a bond percolatiare
from the contact between gluten strands. Howewer final result will be the same @tax a
network of gluten strands spanning the entire daughs (Amend and Belitz, 1991; Auger et
al., 2007). The rheological properties of the dougiead or batter, should then rely on the
width of the gluten strands. The more the battet kel diluted, the thinner would be the

gluten strands, and the more plastic and deformabléd be the dough.

V. Conclusion

In this work we examined some physico-chemical geanhappening during batter
development. From our previous stu@h@pter 2A), we knew that micro-sized gluten lumps
turned into filaments as the torque rose to pealeldpment. Here, we showed that gluten
lumps can be recovered progressively as agglonsemtethe sieves from 200 to 800 um,
after a gentle and standard diluting and washieg.sthe average size of the agglomerates
increased with the mixing duration, thus resultinghigher protein recoveries in gluten.
Gluten agglomerates recovered during mixing preserd constant content in glutenin,
gliadin and soluble proteins, suggesting that gluteyglomeration resulted from the

accumulation of elementary gluten bricks presenttha initial gluten particles. During
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mixing, the total breakdown of SDS-insoluble glutemolymers was required to reach
optimal dough development.

The general mechanism proposedGhapter 3A and reported in Scheme (1) to
account for the breakdown and re-assembly of fRID6-insoluble glutenin was ascertained
during mixing in the present study. This mechanismtains four reactions (Scheme (1)).
Three reactions allow the breakdown of SDS-insoluglgenin: the mechanically driven
reaction[1], favoured by the mixing stress, the chemicallyeini reaction[3], favoured by
the number of mixing revolutions, and the chemycdliven reactiorj4] , which is specific of
Orvantis and would be favoured by the presence doar constituent which was not
identified here. However, the mechanically driveaation[1] is counteracted by the reverse
reaction[2], which induces the reformation of SDS-insolubletghin polymers. Mixing
experiments with NEMI provided evidence that chamgethe thiol status of glutenin
polymers may account for their breakdown and reégiom during mixing.

In this study, we discussed how this general masharould be applied to batters
and bread doughs in a way to better understanddewgh development occurs. The main
difference between these two kinds of systemsasdifference in dough consistency, which
would imply different balances between the fourcteas proposed in Scheme (1). For the
more consistent doughs, such as bread dough, timadplough development was mainly
mechanically driven. Indeed, high consistency ofigloinduced high mixing stress, which
induced a rapid breakdown of SDS-insoluble glutdyjirthe reactiorjl] . In such consistent
doughs, the filamentation of gluten agglomeratesaifrom the direct bonding of hydrated
flour particles, in close contact in such concdettadoughs. For the more dilute doughs, such
as batter, the optimal dough development was maahigmically driven. Indeed, low
consistency of dough reduced the mixing stressthadotal breakdown of SDS-insoluble
glutenin was indirectly performed by the reacti@. In such dilute batters, the massive
filamentation of gluten lumps arose from the bogdiof gluten strands. However, the
transition from gluten lumps to gluten strandse®lon a physico-chemical mechanism that

remains to be better understood.
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RESUME/CONCLUSION

Cette étude montre que les protéines du glutergagerent progressivement tout au
long du pétrissage pour atteindre un degré d’agétation maximal &,eax Par I'nydratation
des protéines et I'énergie mécanique apportée étaspage permet donc d’augmenter la
capacité d’'agglomération et le “collant” des pro&s du gluten. Cela se traduit d’ailleurs par
une diminution progressive de la pureté des glutemsprotéines durant la totalité du

pétrissage.

De plus, en accord avec les résultats obtenusld&@tsapitre 3B, cette étude suggere
gue l'augmentation de la capacité agglomérantelutergserait le résultat immeédiat de la dé-
polymérisation des polymeéres de gluténine insokibliens le SDS se produisant au cours du
pétrissage. A ce propos, cette étude confirme queeneur de la pate en polyméres de
gluténine insolubles dans le SDS est le résultah @&quilibre entre les quatre mécanismes
présentés initialement dans Ghapitre 3A et dont I'existence au cours de la totalité du

pétrissage est vérifiée dans le présent chapitre.
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Chapitre 4B — Influence du procédé de pétrissage sia cinétique

d’agglomération des protéines du glutemn situ dans la pate

OBJECTIF

Le suivi du degré d’agglomération des protéinegldten au cours du pétrissage a été
étudié dans le chapitre précédent apres I'extnaadio gluten par lixiviation de la pate. Les
résultats obtenus ont montré que la durée de gagggsaugmente la capacité d’agglomération
des protéines. Une augmentation continue du renated'extraction du gluten sur les tamis
les plus larges a été observée jusqu’a I'optimundéeloppement de la pate. Au vu de ces
résultats et de ceux réveélés par la colorationiigee des protéines sur la structure du gluten
au sein d’'une pate dilué€lgapitre 2A), nous serions tenter de conclure que le pétrssag
provogue l'augmentation de taille des agrégats Ideemy Toutefois, les photos présentées
dans le Chapitre 2A n'ont pas été analysées de facon quantitative.ps, elles ne
couvraient pas I'étape de sur-pétrissage. Dafhégpitre 4A, nous avons suggeré que le sur-
pétrissage pourrait provoquer I'amincissement paisupture des filaments de gluten qui
apparaissent au voisinage de I'optimum de pétress@gtte hypothése reste également a étre
validée.

En complément de€hapitres 2A et 4A, le présent chapitre a donc pour objectif de
suivre de facon qualitative mais surtout quantitates évolutions de taille, de nombre et de
forme des protéines au sein de la pate a la foisaers- et sur-pétrissage. Cette étude
s’intéresse également a l'influence des conditidagpétrissage (hydratation et vitesse) et a
influence de la variété de farine utilisée (OrtianCaphorn et Isengrain) sur cette évolution.
Il s’agit notamment de déterminer si la taille dgségats de gluten de la variété Orvantis est
supérieure a celles des variétés Caphorn et ISangmanme suggéré dansddapitre 4A.
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|. Matériels et Méthodes

|.1. Farines utilisées

Une nouvelle récolte (France, 2006) des trois t@siéde blé utilisées dans les
chapitres précédents (Orvantis, Caphorn, Isengeaéig utilisée dans cette étude. La mouture
a été effectuée sur un moulin Buhler (MLU 202, BiihBuisse) selon la méthode 26-31 de
’AACC (2000). Les teneurs en eau et en cendregtintiéterminées selon les méthodes 44-
15A et 08-01 de 'AACC (2000). La teneur en progsinN x 5.7) a été obtenue par la
méthode Kjeldahl. Enfin, les teneurs en arabinoxggansolubles (WEAX) et en
arabinoxylanes totaux ont été obtenues selon léhadét proposée par Rouau et Surget
(1994). Les protéines de la farine ont été fractems par SE-HPLC selon la méthode
proposée par Morel et al. (2000) et présentée &l dians leChapitre 3A pour déterminer
la proportion de gluténine insoluble dans le SBS. (Les données biochimiques obtenues sur
les trois farines sont présentées dans le tablBali £Lomme observé pour les variétés de la
récolte 2004 Chapitres 2A, 3A et 4A), Orvantis reste pauvre en fractidris comparé aux
deux autres variétés, mais présente des tenelkX eussi €levées que Caphorn. Par contre
Isengrain présente des teneurs en AX beaucoupfghles que les deux autres variétés. Les
teneurs en protéine sont supérieures a celleséedegn 2004, tout comme les teneurs en
fractionsFi. A ce propos, le classement des farines par ragpéeur teneur croissante en

fractionsFi est a présent le suivant: Orvantis, IsengrainagthGrn.

Table 4B.1.Caractéristiques des farines

Wheat Extraction rate Dry matter  Ash Protein WEAX  Total AX Fi
cultivar (%) (%) (% db) (% db) (% db) (% db) (% / protein)
Orvantis 73.02 85.49 0.48 11.17 0.60 2.10 17.85
Caphorn 73.24 85.72 0.51 11.00 0.71 1.96 25.67
Isengrain 75.26 84.87 0.43 1151 0.37 1.45 24.84
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[.2. Conditions de pétrissage

Les pates (550g) ont été pétries a 25°C sur leinp&®600 (Brabender OHG,
Allemagne) en présence d'un colorant spécifique @estéines (Fast Green, Sigma,
Allemagne). Pour chaque condition de pétrissagetae$.896 mg de Fast Green / g de
protéine de la pate ont été ajoutés directemers teau d’empatage. Pour chaque condition
de pétrissage, nous avons vérifié que I'ajout deca®rant n'avait strictement aucune

influence sur la courbe de développement de la pate

L'influence des conditions de pétrissage a étéiéeudur la variété Isengrain, dont le
suivi de la coloration des protéines avait déjapgésenté dans Ehapitre 2A. Quatre pates
Isengrain ont été obtenues a 90 rpm en faisanervaniquement le ratio farine/eau (1.38,
1.34, 1.31 et 1.26), et une pate Isengrain a é&nab a 60 rpm pour le ratio farine/e&i\)
de 1.38. Les ratioB/W ont été choisis par analogie a ceux utilisés pette méme variété
dans leChapitre 2A. La vitesse de pétrissage de 60 rpm a été choisiegie suffisamment
plus faible que la référence (90 rpm), tout en as&at un temps de développement qui ne
dépasse pas 4h, ceci pour des raisons pratiquesleux autres farines, Orvantis et Caphorn,
ont été pétries a la méme vitesse (90 rpm) maesaatiod=/W différents de facon a obtenir
une consistance de base identique a celle obtemwrelg pate Isengrain 1.3/W 90 rpm.
Ceci dans le but de comparer, pour difféerenteséteside farine, la taille des agrégats de

gluten dans les mémes conditions de viscosité gatiaet de vitesse de pétrissage.

Pour les sept conditions de pétrissage étudiédsirips de développement optimal de
la pate (eay @ €té déterminé au préalable sans aucun arrgétim. Au cours d’'un second
pétrissage, le pétrin a été stoppé pendant 30 desan0.03-0.1-0.3-0.5-0.7-0.9-0.93-1.0-1.2-
1.5 tpeak afin de prélever une cuillere a café de pate peffiectuer des observations
macroscopiques. Les prélevements ont été établgcd@ a couvrir la totalité des différentes

phases de développement de la pate.
La répétabilité des prélévements a été testéeaspate Isengrain 1.38/W 90 rpm.

Pour cela, trois pétrissages successifs ont étéségaau cours desquels les différents
prélevements de pate ont été effectués et analgsdime suit.
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[.3. Mise en place des échantillons et prise d’iesg

La méthodologie utilisée pour effectuer les prétegnts de pate et les mettre en
situation pour la prise d'images est celle déadims leChapitre 2A. Les images ont été
obtenues en utilisant un appareil photographigtiexeumeérique (EOS 20D, Canon, Japon)
équipé d’'un objectif macro de 105 mm (Canon, Japamprise d'images a été effectuée sous
lumiére blanche (5200 K), dans des conditions diéafje standardisées par deux néons
fluorescents (TC-L36W, Osram Dulux, Italie). La rfésion de la série d'image présentée est

de 7 um par pixel.

I.4. Analyse des images

Chaque image obtenue est un rectangle de 2 x lucooqtient exactement 4 010 112
de pixels (2832 x 1416 pixels). Les images, prisascouleur (RGB), ont d’abord été
converties au format 8 bit par le logiciel Imag@&rsion 1.38a, logiciel public développé par
I'Institut National Américain de la Santé, NIH), iga servi d’outil & I'analyse entiere des
images. Sous ce format, chaque pixel de I'imagsgmi& un niveau de gris (grey levél,)
qui varie de 0 (noir) a 255 (blanc). L'exemple d’histogramme des niveaux de gris, qui
trace I'évolution de la distribution en nombre gésels pour chacun des niveaux de gris, est
présente en Fig. 4B.1 pour la pate Isengrain E/8490rpm prélevée a Otgeax(Fig. 4B.2a).
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160000 N gumax
140 000 -
120 000 -
100 000 -

80000 -

60 000 -

number of pixels

40 000 -

20000

] GL!
0 L — T ‘:mgx T T
120 140 160 180 200 | 220 240
Grey level

Fig. 4B.1.Histogramme des niveaux de gris obtenu pour la |s@#ngrain 1.3&/W 90rpm prélevée a
0.5tpeak
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Cet histogramme, typique de toutes les images obgerdans cette étude, fait
apparaitre un pic principal caractérisé par unanivee gris maximal3Lmay €t par le nombre
de pixels présentant ce niveau de gnig (ay (Fig. 4B.1). La valeur d&Lnyax renseigne sur
le niveau de gris général de I'image. Plilshax est élevé, plus I'image tend vers le blanc. Au
contraire, une valeur d8Lmnax plus faible signifie que I'image est plus sombra.\aleur de
NGLmax fenseigne sur le contraste global de limage. Wakeur élevée dangimax Qui
s’accompagne toujours d’'un resserrement de laillision puisque le nombre de pixels de
image est constant, signifie qu'une grande magode pixels présente un méme niveau de
gris. L'image est alors peu contrastée. Au cordraine valeur plus faible des|max Signifie

gue la distribution des niveaux de gris est plugdal’image est alors plus contrastée.

L’histogramme présenté ci-dessus présente égalenmeptic tres aplati entre l&SL
130 et 150. En accord avec lI'image d’origine préserdans la Fig. 4B.2a, ce premier pic
correspond au cceur des agrégats de gluten lesqtoisres présents sur I'image. Afin de se
focaliser sur ces agrégats et de suivre leur deoludn nombre et en taille au cours du
pétrissage, un seuillageGL = 170 a été effectué sur toutes les images. Avie galeur
seuil, le pourcentage de pixels détectés ne déjasses 10% des pixels de I'image et assure
la détection des agrégats présents dans une épaismmprise ente 0 et 70 um sous la
surface.
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Fig. 4B.2.Image de la pate Isengrain 1.BAV 90rpm prélevée a Ot (a) Image Red au format 8
bit et (b) Image Grey au format 8 bit seuillée pGilr< 170.

! Le gluten aprés extraction présente une tene@aard’environ 68%. La fraction volumique du glutims la
pate peut ainsi étre estimée comme voisine de ¥b-@eCPraine=1.48, Pgiuten sex 1.3, €t 85% des protéines
totales sous la forme de gluten). Si I'on place spkere opaque de gluten dans un VER (volume élamen
représentatif) cubique translucide, son aire dgeption sur une surface parallele & I'un des pldascube
occupera 34% de la surface projetée du VER. Conansigpension d’amidon diffracte la lumiére (GL=245)
elle atténue la profondeur de champ a laquelledgat de gluten pourra étre détectée. Ainsi, um fie gluten
(GL=125-130) recouvert par 300 um d’une suspendiamidon n’est plus percu. Si une couche de 67 gm d
suspension d’amidon recouvre une sphére de gl@en}25-130), sa calotte polaire est percue comraatayn
GL de 170. En utilisant un seuil de 170, nous dbsims délibérément de ne prendre en compte duackon
des agrégats les plus proches de la surface.
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L'image présentée en Fig. 4B.2a est I'image Redinege couleur RGB. Ce type
d’'image offre un rendu trés contrasté des agrémtiuten coloré au Fast Green (de couleur
verte). Ces images ne sont toutefois pas utilipées la quantification car un certain nombre
de pixels y sont saturés (GL = 0). L'image obteapecs seuillage a GL = 170 de I'image
Grey 8 bit, obtenue apres conversion de I'imagdetooriginale et non saturée, est présentée
en Fig. 4B.2b. A partir de cette image binairendenbre et I'aire occupée par les particules
noires ont été déterminés. Pour éviter de comjsabiles pixels noirs isolés dont 'origine
peut étre tres variée et difficilement interprégalsious avons choisi de ne considérer que les
particules présentant un diamétre supérieur auB0 (= 15 pixels?). Dans notre cas,
I'utilisation de I'option “Watershed” du logiciequi sert de fragmenter les particules jointives
afin de les comptabiliser individuellement, ne &’pas révélée intéressante en raison de la
forme des agrégats de gluten. Nous n’avons donaiflas® cette option. L'aire moyenne de
chacune des particules a été calculée en divisasdrhme des aires des objets noirs de plus
de 30um par le nombre de ces objets. Le diametre moyspaeéines - particule, agrégat ou
filament - (Dneap @ ensuite été calculé en considérant que cessoftj@ent des spheéres. La
reproductibilité des difféerentes mesures effectustesles images a été évaluée a partir des
prélevements répétés sur la pate Isengrain B/\B490rpm. Elle est présentée dans les figures
de ce chapitre sous la forme d’écart type.
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Il. Résultats et Discussion
[I.1. Courbes de pétrissage et points de préléevésnen

Les courbes de développement obtenues pour les cegplitions de pétrissage
étudiées sont présentées dans la Fig. 4B.3. Lanfte de I'hydratation a été testée sur la
variété Isengrain (Fig. 4B.3a-d) pour laquelleateurs dépeax Obtenues a 90 rpm pour des
ratios F/W de 1.38-1.34-1.31-1.26 sont, respectivement, 8gale39-50-79-125 min. Le
pétrissage de la pate Isengrain 138/ a 60 rpm a pour sa part, permis un développement

optimal de la pate aprés 130 min de pétrissagdigaue 39 min étaient suffisantes a 90 rpm.

Les domaines d’hydratation et de vitesse étudiegssagrain ont permis d’obtenir des
développements de pate bien contrastés. Concdiétante variétale, les pates Orvantis 1.09
F/W, Caphorn 1.1%/W et Isengrain 1.3E/W pétries & 90 rpm présentent le méme couple de
base minimal, voisin de 1.2 N.m (Fig. 4B.3c,f,g) ets pates se sont développées
respectivement apres 15, 100 et 79 min de pétesdag accord avec les résultats obtenus
dans leChapitres 2A et 4A, Orvantis reste bien la variété la plus rapiddadietudié. Par
contre, dans cette étude basée sur la récolte ZD@horn est plus lente a se développer
gu’lsengrain. Cette variation du classement relddg variétés Isengrain et Caphorn coincide
avec la modification de leurs teneurs respectivegatymeres de gluténine insolubles dans le
SDS (Tableau 4B.1) et conforte les hypotheses séetegtans I€hapitre 3A.

Le pétrin a été stoppé au cours du pétrissage grogéder au prélevement de la pate
dans ses différents états de développement. Lesg @hases caractéristiques du
développement d’une pate diluée, a savoirladescente du couple, la phase de latence, la
montée au pic, 'optimum de développemepiaf et le sur-pétrissage, ont déja été décrites
dans leChapitres 2A et4A. Pour toutes les pates étudiées, les préléverfdiBet 0.93,cax
correspondent respectivement & la phase'@idescente du couple et & la phase de montée au
pic. Entre ces préléevements, la pate a été préleageritairement dans la phase de latence
selon I'état de développement de la pate (Fig. }B.@utes les pates ont ensuite été prélevees

atpeaket €N Sur-pétrissage.
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Fig. 4B.3.Courbes de pétrissage et points de prélevemdetdeds sur les variétés Orvantis, Caphorn
et Isengrain. (a-e) Influence de I'hydratation etla vitesse de pétrissage sur la variété Isendfai)

Influence de la variété de farine utiliségex correspond au temps de développement optimal de la
pate.
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[1.2. Suivi de 'agglomération in situ des protésngu gluten au cours du pétrissage

Le suivi détaillé de I'agglomération des protéimss présenté de fagon qualitative et
guantitative sur la pate Isengrain 1.BAV 90rpm prise pour exemple. Les images brutes
obtenues au cours du pétrissage sont présentéeaday. 4B.4.

Fig. 4B.4.(a-j) Images brutes obtenues au cours du pétasdada pate Isengrain 1.8AW a 90rpm.
Voir Fig. 4B.3b pour la courbe de pétrissage. €alis images RED: (gauche) 2.0 x 1.0 cm et (droite)
1.0x0.5cm.
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Fig. 4B.4.(Suitd,
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Au début du pétrissage (0.63.« Fig. 4B.4a), les agrégats proteiques, présenis Iso
forme de spots noirs intenses de petite taillef sombreux et répartis de fagon homogene
dans la péate. lls sont entourés d'un halo gris,esgsaces uniformément clairs étant peu
nombreux. Puis, au fur et a mesure que le péetesatgint la phase de latence (ks Fig.
4B.4a-c), le nombre des agrégats diminue et lelle taugmente, tandis que des zones
uniformément blanches apparaissent. Ce phénomégeodsance en taille des agrégats est
assez rapide et semble plutét spontané. Les hdfas dris observés au début du pétrissage
signalent peut-étre la présence de particulesigré de taille submicronique. Ces dernieres
pourraient venir s’agréger aux agrégats déja doesti par le biais d’un mécanisme
d’attraction colloidale, mettant en jeu des forcde déplétion entre protéines et
polysaccharides de la pate, comme cela a déja Bs&n@ dans dautres systéemes
protéine/polysaccharide (Imeson et al., 1977; Tglstov, 1991; Piculell et Lindman, 1992;
Langendorff et al., 1999). Par ailleurs la présegmndissante de zones “blancheisg,
enrichies en amidon, pourrait étre le signe qu'ségrégation entre les agrégats protéiques
d’une taille (> 100 pm) supérieure a celle desrgral’amidon (2-25 um), ségrégation qui
pourrait étre induite par des forces hydrodynansqi& accord avec les images présentées
dans leChapitre 2A, la phase de latence (0.3 — @& est caractérisée par la présence
d’agrégats de gluten de plus grande taille, dodidenétre moyen peut atteindre 300 (Fig.
4B.4c-d). Les agrégats commencent a produire desigrns filamenteuses des @3k pour
cette pate. Cette filamentation, toutefois tresragigue au début de la phase de latence,
s'intensifie et se généralise a tous les agrégaidgnt la montée au pic (Fig. 4B.4f-g)tpfuk
les agrégats de gluten ont quasiment tous été dmee filaments, a I'exception de quelques
agrégats résiduels (Fig. 4B.4h). La structure dte qeite &pecaxreste d'ailleurs relativement
hétérogéne et I'on distingue encore la présencdadgs poches d’amidon. Les images
suivantes (Fig. 4B.4i-j) révelent qu’au cours du-pétrissage, les filaments de gluten
s’organisent en faisceaux. L’orientation, le diametinsi que I'espacement entre les filaments
devient tres régulier et cela sur une échelle goistne celle de I'image (2 cm). Cette grande
cohérence de comportement signale la percolatio@skau protéique. Alors que le pétrissage
se poursuit, les filaments deviennent plus fingles proches les uns des autres, tout en
restant alignés parallélement aux lignes des chatapssaillement. Ces images confirment
les hypotheses proposées dan€hapitre 4A et montrent que si les filaments de gluten se
maintiennent en sur-pétrissage, ils subissent ggadeun processus d’élongation les amenant
a s’amincir et a se répartir de facon toujours plisiogene au sein de la pate.

197



- Chapitre 4B — Suivi de I'agglomération des pro#s in situ

220 500 000

450 000 -
210 A 400 000 -
350 000 -
200 - 300 000 -

250000 1

Grey level max

200 000 -

number of pixels at GL

150 000 -

180 : . , . . ; . 100 000 : ! : :
0 0,2 04 06 038 1 1.2 14 16 0 0,2 0.4 0,6 038 1 1.2 14 1,6
ts/tpeak ratio ts/t peak ratio

Fig. 4B.5.Evolution (a) deGLyacet (b) den g max@u cours du pétrissage de la pate IsengrainF/\84
a 90rpmts correspond au temps de prélévemenyi.gtau temps de développement optimal de la pate.
Voir Fig. 4B.3b pour la courbe de pétrissage.

Les évolutions des paramétres caractéristiquethidogramme des niveaux de gris,
GLmax €t NGLmax Sont présentées au cours du pétrissage dang.l@Bi5. L'augmentation
progressive deGLmax observée entre 0.03 et Othax S'accompagne d'une diminution
significative et progressive degLmax Outre le fait que I'image s’éclaircisse au codts
pétrissage (Fig. 4B.5a), ce résultat montre qumealje devient de plus en plus contrastée, en
lien avec la formation de larges agrégats de glut@enphénoméne d’agrégation des protéines
du gluten des le début du pétrissage a égaleméntbstervé dans le cas de la pate a pain
(Paredes-Lopez et Bushuk, 1982; Moss et al., 198dderon-Dominguez et al., 2003;
Peighambardoust et al., 2006b). D’'aprés la Figs48blanchiment global de I'image, rapide
au début du pétrissage (0-8,&.), ralentit ensuite au cours de la phase de latence

La filamentation généralisee des agrégats de glgters'opere a partir de 08eax
provoque la chute d8Lmnaxmais n'affecte pas la valeur des maxqui reste stable jusqutgeax
(Fig. 4B.5). Ceci confirme que lI'image, qui s’asdmihsans que le contraste ne soit affecté,
présente encore une composition hétérogene a edledtargement supérieure a celle de la
résolution (7 um). L’homogénéité de la pate ne isatvfinalement qu’en sur-pétrissage,
comme le montre la chute d&l.xet 'augmentation brutale dec.max La pate est alors
homogene a I'échelle de la dizaine de microns (Figj4j) et la valeur d&Lnax tend vers
185. Dans les mémes conditions de prise de vugyien pur extrait de cette pate présente un
niveau de gris moyen de 130, alors qu’une suspergsamidon pur présente quant a elle un
niveau de gris de 245. La moyenne de ces deux umvea gris est égale a 187. Le fait que
GLmax tende vers cette valeur en sur-pétrissage sigaifigue la surface occupée par le gluten
est identique a celle occupée par I'amidon. L'absette contraste révele pour sa part que le
diameétre des filaments de gluten se rapproche disstdution de I'image et donc de celui des

grains d’amidon. Dans une telle pate, et a I'éehdli dixieme de micrometre, les grains
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d’amidon pourraient apparaitre comme des entitparéés par des fibrilles de gluten. C’est
ce type de structuration qu’Amend et Belitz (196f) observé par MET sur une pate a pain

sur-pétrie.
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Flg 4B 6. (a-J) Images seuillées@L = 170 obtenues a partir des images brutes detdalgengrain
1.34F/W a 90rpm. Voir Fig. 4B.3b pour la courbe de pétigs Taille des images: 2.0 x 1.0 cm.
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Les images brutes présentées dans la Fig. 4B.£&ténseuillées de facon a isoler
uniguement les pixels présentant un niveau deigf&ieur a 170. Les images seuillées,
présentées dans la Fig. 4B.6, ont ensuite été s@edypour déterminer le nombre et la taille
des particules. L'évolution de ces parametres Esentée au cours du pétrissage dans la Fig.
4B.7.
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number of gluten agglomerates
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Fig. 4B.7. Evolution (a) du nombre d’agrégats de gluten ¢tdip diamétre moyen de ces agrégats
(Dmeay au cours du pétrissage de la pate Isengrain BE/@4a 90rpm.ts correspond au temps de
prélevement eth,..« au temps de développement optimal de la pate. Mgir4B.3b pour la courbe de
pétrissage. Données obtenues apres seuillage dgssrbrutes &L = 170.

Au début du pétrissage, les analyses confirmeniegiagrégats protéiques sont petits
(O 100 um) et nombreux (Fig. 4B.7). Puis le diameétre de®gais de gluten augmente de
fagcon continue jusqu’a la phase de montée au piec #outefois la présence d'un point
d’inflexion ou d'un plateau a 0.§ea Le diametre moyen des agrégats atteint sa valeur
maximale (250um) a 0.93tpear L'accroissement de taille s'accompagne logiquentéime
diminution simultanée du nombre des agrégats s (Fig. 4B.7a). Apeax les filaments
de gluten coexistent avec des résidus d’agrégatsiliie encore conséquente &, [ 200
pm). En sur-pétrissage, le contraste de I'image dimimlors que tous les agrégats se
transforment en filaments. En utilisant un seuitdepure centré s@Lmyax (185, Fig. 4B.5a),

il est possible d’estimer leur diametre autour delB0 um a partir de 112eak2.

2 Les valeurs de Ranprésentées dans cette étude doivent étre conssdéognme indicatives plutdt qu’absolues.
Ces valeurs dépendent du niveau de gris choisi leoseuillage. La valeur seuil de 170 permet assen¢ de repérer les
agrégats de gluten (niveau de gris de 130) afffeuada surface du prélévement, mais ne garantituenin cas la détection
des limites de leur périphérie, puisqu’ils sontngés dans une suspension blanche de grains d’amidiusi, les valeurs
présentées dans cette étude sont certainemerieimfs a la réalité. De plus les valeurs gdgphe sont que des moyennes
obtenues sur la totalité des particules recensges &euillage. Comme le montre la Fig. 4B.6g,atees conditions de
pétrissage peuvent mener a une large distributnadle des agrégats. Néanmoins, les variation®gg, au cours du
pétrissage étant bien supérieures a l'incertituglela répétabilité des mesures, I'analyse dimagmlide étre un outil
pertinent pour suivre la cinétique d’aggloméraiiositu des protéines du gluten.
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[1.3. Influence du ratio farine/eau sur la cinétejul’agglomération in situ des protéines

du gluten au cours du pétrissage
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Fig. 4B.8.Evolution (a) deGLnaxet (b) den g maxau cours du pétrissage des pates Isengrain patries
90 rpm pour quatre ratios farine/eau différen#s) .38, (A) 1.34, @) 1.31 et @) 1.26.t; correspond

au temps de prélevementtgtiau temps de développement optimal de la pate.MQirdB.3a-d pour
les courbes de pétrissage.

L’évolution des parameétre&Lmax €t NeLmax €St présentée pour les quatre pates
Isengrain pétries a différentes hydratations danBid. 4B.8. De facon générale, I'évolution
de ces parametres est identique pour toutes lesathyidns testées. Cela montre que la
séquence d’évenements décrite danpddie 11.2 est valable pour toutes les pates diluées.

Néanmoins, certaines différences quantitativesrajgsent entre les quatre pates étudiées.

Il est possible d’estimer I'impact de la dilutioarde niveau de gris moyen, en prenant
en compte les variations de la fraction volumigadadfarine selon I'hydratation des pates. La
Fig. 4B.9 présente I'évolution des valeurs@la,ax apres leur normalisation sur la base d’'une
pate a 1.2¢/W.
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Fig. 4B.9.Evolution desGL,.x normalisés pour des péates Isengrain pétries prAour quatre ratios
farine/eau différents:4) 1.38, (A) 1.34, @) 1.31 et @) 1.26.t; correspond au temps de prélévement
et teak U temps de développement optimal de la pate hbagvolumique de farine dans la pate est
calculée en considérant une densité de 1.48 pdarilee (base humide). La valeur calculée pour la
pate aF/W 1.26 est prise comme base d’ajustement des vale@s,qx .
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Il apparait clairement qu'une seule et méme ségqudi@/énements concerne toutes
les pates, indépendamment de leur hydratation (FR)9a). La présentation d6L.x
normalisé en fonction du cumul de déformatidrs (produit du temps par la vitesse de
pétrissage) permet de révéler les différentes igmeés de croissance des agrégats selon les
pates. Le blanchiment de I'image est plus importantdébut du pétrissage dans le cas des
pates les plus consistantdés\W = 1.38 et 1.34), signalant une croissance rapa&adaille
des agrégats au sein de ces pates. Ceci poureadi@t la plus forte probabilité de contacts
des agrégats dans les pates les plus concentrées.

Pour la pate la plus consistanteW = 1.38), GLnax diminue avant l'arrivee &eax
conformément a une filamentation précoce réveléaxamen de la courbe de coupletBax
les valeurs d&Lnax Chutent pour les quatre pates en raison de ladifation du gluten mais
il est intéressant de noter que les valeurs ggnax SONt significativement plus élevées pour
les pates tres diluées que pour les pates plusnteesKig. 4B.8b) Cela suggere quBeax
les pates diluées sont moins contrastées que fes pdncentrées. On peut en déduire que la
distribution des grains d’amidon et des filamentstdiques est plus homogéne dans le cas des

pates diluées Beax €t par conséquent que le diametre des filamendst plus faible.

La Fig. 4B.10 révéele que la taille maximale desggts varie peu selon les conditions
d’hydratation de la pafell semble que la filamentation des agrégats fo&s intervienne
toujours aux environs d'un diamétre seuil compristree 217 et 219 um, et cela
indépendamment de la teneur en eau des patesll@®ansala croissance en taille des agrégats
apparait plus rapide dans le cas des pates coéesntlle présente un caractére bi-phasique
marqueé, qui correspond a une inflexion autour 86006 tear Par opposition, la croissance en
taille des agrégats est continue dans le cas patéala plus diluée=W = 1.26, Fig. 4B.10).
Comme suggéré préecédemment, differents mécanismesagent contribuer a la croissance
en taille des agrégats (déplétion et ségrégativpams le cas de la pate la plus diluée, un seul
d’entre eux serait a I'ceuvre. Ce type de pate aietimsi plus longtemps a se développer. A
trea l€ diamétre moyen des filaments de gluten difs&len le ratid=/W utilisé: les filaments
de gluten sont significativement plus fins au seé@s pates les plus diluées qu'au sein des

pates les plus concentrées. Ce résultat concorele lag variations de la valeur des;max

3 Ce résultat est conditionné par le choix d’'un stuhéme seuil de détection des agrégats a un nidegtis de 170. De fait

la variation du ratid=/W de 1.26 a 1.38 pourrait favoriser la flottaisos dgrégats de gluten (de plus ou moins 1% d’apres
nos estimations). A I'opposé, une phase amylacés pbncentrée pourrait contribuer a circonscrireoem le diameétre
détectable des agrégats. Nous avons controlétl'éfian de grains d’amidon (83 a 120 %, p/p) empension dans une
solution aqueuse de CMC a 1%. Des résultats shedlaint été obtenu indépendamment de la concemtrati amidon. Le
choix d’'un méme seuil de 170 pour toute les pates semble ainsi justifié.
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(Fig. 4B.8b) et conforte I'hypothese que nous asiformulée dans I€hapitre 4A, selon

laquelle les filaments d’une péate a paitgeaxseraient plus larges que ceux d’'une péate diluee.
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Fig. 4B.10.Evolution du diamétre moyen des agglomérats degl(D,ea) au cours du pétrissage des
pates Isengrain pétries a 90 rpm pour quatre rédiise/eau différents:4) 1.38, (&) 1.34, @) 1.31

et (@) 1.26.t; correspond au temps de prélevemert.gtau temps de développement optimal de la
pate. Voir Fig. 4B.3a-d pour les courbes de petges

En sur-pétrissage, le diametre des filaments deemlebntinue de diminuer, plus
rapidement pour les pates concentrées que poutdaa plus diluée (Fig. 4B.10). Ce résultat
suggere que les filaments de gluten présents awddene pate concentrée subissent une
déformation plus importante que ceux d’'une pataédil Toutefois, si le sur-pétrissage est
maintenu suffisamment longtemps (I,&y, toutes les péates présentent alors des filanaents

gluten trés fins (Rean 170 um) répartis de facon tres homogene au sein deéa pa

II.4. Influence de la vitesse de pétrissage sucitg@tique d’agglomération in situ des

protéines du gluten au cours du pétrissage

L’évolution des paramétreSLmax €t N gLmax €St présentée pour les deux vitesses de
pétrissage testées dans la Fig. 4B.11. A 643 les deux pates présentent les mémes valeurs
de GLnax €n accord avec le fait qu’elles ont été obteraves le méme ratib/W. Par contre,
les valeurs divergent significativement au-dela @63 tp,eae La vitesse de pétrissage,
contrairement a I'hydratation de la pate, modifiecinétique de formation des agrégats. La
présentation d&Lyax en fonction de la déformation cumulée révéle urénmn croissance
initiale de GLmax (Fig. 4B.11b) Les deux pates ne different alors que par la déton
cumulée conduisant a la filamentation. Ce résaliggére que I'augmentation de la vitesse de

pétrissage accélére la conversion agrégats/filanent
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Fig. 4B.11.Evolution (a-b) dé5La€et (C) den gLmax@u cours du pétrissage des pates Isengrain pétries
a un ratio farine/eau de 1.38 mais a deux vitedéfEsentes: #) 90 rpm et {) 60 rpm.

A tpeak ON Observe que le contraste de I'imageifhay est plus faible pour la pate
pétrie a 60 rpm, qui a nécessité 130 min de pagessque pour celle pétrie a 90 rpm, qui n'a
nécessité que 39 min de pétrissage (Fig. 4B.11)éGeltat est semblable a celui observé
précédemment dans le cas des pates les plus dikiéeg |la pate pétrie a faible vitesse - de
ce fait lente a se développer - présente une steiitamenteuse plus homogéngea Ceci

est a relier au mécanisme de développement dedgp@pose dans [@hapitre 4A.
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Fig. 4B.12.Evolution du diametre moyen des agglomérats degl(D...) au cours du pétrissage des
pates Isengrain pétries a un ratio farine/eau 8@ 4 .deux vitesses différente®)(90 rpm et ) 60
rpm. t; correspond au temps de prélévement,&tau temps de développement optimal de la pate.
Voir Fig. 4B.3a,e pour les courbes de pétrissage.
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La Fig. 4B.12a révele que les cinétiques de crosan taille des agrégats protéiques
sont globalement similaires a 60 et 90 rpm, et ¢edau’atpeak. Les agrégats semblent
cependant plus volumineux a 60 rpm. La présentat®munes mémes résultats en fonction de
la déformation cumulée est plus instructive (Fig.12b). A 90 rpm, la croissance en taille
des agrégats y apparait plus rapide et la conversiofilaments se produit pour une taille
significativement plus faible qu'a 60 rpm. La fré&mee des collisions entre les agrégats, tout
comme l'efficacité des chocs, peut étre considé@@®mme une fonction croissante de la
vitesse de pétrissage. La fréquence des collisgshsmplicitement prise en compte dans la
représentation de JQa, en fonction du nombre de révolutions. La difféeenentre les
cinétiques de croissance indiquerait donc qu’a®9,rla fusion des agrégats est favorisée

suite a leurs collisions.

La croissance monotone de la taille des agrégatstesrompue par leur conversion
en filaments. Cet événement correspond a la défmmales agrégats sous l'effet du
cisaillement. Il est donc logique qu’il interviend&autant plus précocement que la vitesse est
élevée. D’autre part, nous avons montré que I'éauphysico-chimique des gluténines au
cours du pétrissage va dans le sens d’'une dimimdtol’élasticité du gluten, favorisant ainsi
sa déformation sous cisaillement. Dans la mesurénazouple supérieur est obtenu a 90 rpm,
une évolution accélérée de la maturation des ghaénest également attendue, maturation
qui favoriserait également une initiation plus @ de la filamentation des agrégats. Enfin,
la taille des agrégats est inversement reliée aadensité en nombre. La distance entre les
agrégats est faible lorsque leur taille est pefie. conséquence, le taux de déformation
permettant d’assurer la jonction entre deux agségedt également plus faible. La
filamentation n’est donc pas simplement déclengbee I'atteinte d’'une taille critique de

'ensemble des agrégats, mais releve égalementdgtarminisme multi-factoriel.
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I1.5. Influence de la variété de farine sur la digée d’agglomération in situ des

protéines du gluten au cours du pétrissage

Les trois variétés de farine ont été étudiées temmémes conditions de viscosité de
base précédant la montée au pic et dans les mé@ndgions de vitesse de pétrissage. Dans
ces conditions de pétrissage, Orvantis et Isengraaentent une évolution trés proche des
parametre$SLmax €t N g maxdurant tout le pétrissage. Orvantis se démarquteftus entre 0.5

ettpeaken raison de sa filamentation treés précoce (Fig3gB

220 700000
600000 b

500000 -

210 1

200 1 400000 -

190 | 300000 |

Grey level max

200000 A

number of pixels at GL  ax

180 4
100000 +

T T T T T T T 0 T T T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1.2 14 16 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12 14 1,6

170
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Fig. 4B.13.Evolution (a) deGLaxet (b) den g maxau cours du pétrissage des pa#ey Qrvantis 1.09
F/W 90 rpm, (A) Caphorn 1.1%/W 90rpm et ) Isengrain 1.3F/W 90 rpm.ts correspond au temps
de prélévement dfe..c au temps de développement optimal de la pate. Mgir 4B.3c,f,g pour les
courbes de pétrissage.

Caphorn se démarque des deux autres variétés uolaing du pétrissage. En sous-
pétrissage, elle présente des valeursGllg.x plus faibles et des valeurs des max plus
élevées, signifiant que ses images sont toujouissontrastées que les images obtenues sur
les deux autres variétés (Fig. 4B.13). Cette @ifiée est encore plus marquég.eax (Fig.
4B.13b) et les images brutes montrent clairemestlgs filaments de gluten sont beaucoup
plus fins et homogénes dans le cas de la pate @afkig. 4B.14c) que dans le cas des pates
Orvantis et Isengrain (Fig. 4B.14a-b), en accordcaleur temps de développement (Fig.
4B.3).
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I . %E % " o o v _.‘F' .'_r"t‘:
Fig. 4B.14.Images brutes obtenued,a pour les pates (a) antis 1.8V 90 rpm, (b) Isengrain
1.31F/W 90 rpm et (c) Caphorn 1.FW 90rpm. Voir Fig. 4B. 3c,f,g pour les courbes dé&ipsage.
Taille des images: 2.0 x 1.0 cm.
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Fig. 4B.15.Evolution du diamétre moyen des agglomérats degl(D,a) au cours du pétrissage des
pates #) Orvantis 1.09~/W 90 rpm, (A) Caphorn 1.19/W 90rpm et () Isengrain 1.3F/W 90
rpm. ts correspond au temps de préléevemertt&tau temps de développement optimal de la pate.
Voir Fig. 4B.3c,f,g pour les courbes de pétrissage.

L’évolution de taille des agrégats protéiques awsalu pétrissage est présentée pour
les trois farines dans la Fig. 4B.15. La variétéfalgne se révele étre un facteur critique
conditionnant la taille des agrégats et ce biemtals effets de la vitesse ou de I'hydratation
des péates. Durant toute la durée du sous-pétris€agantis présente les plus gros agrégats de
gluten, dont le diametre moyen,R3» évolue de 20Qum a 450um. De plus, cette variété
présente la cinétique de croissance des agrégatisidaforte. Dans l&hapitre 4A, nous
avions observé que les glutens extraits des patem€s étaient récupérés sur le tamis le plus
large dés 0.1tpea Les résultats obtenus situ dans la pate confirment que la capacité
d’agglomération des protéines de la variété Orgardgst tres élevée. Nous avons
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précédemment suppogéh@apitre 4A) que la capacité d’agglomération des agrégatduterg
pourrait étre reliée a leur teneur en polymeregld&nine insolubles dans le SDS)( Les
valeurs dé-i rapportées dans le Tableau 4B.1 pour les troisdgriainsi que le classement en
taille de leurs agrégats, s’accordent avec cettpothgse. Cependant, pour affirmer
définitivement que l'efficacité des collisions entles agrégats dépend bien du taux de
dépolymérisation des gluténines, il faudrait étudien paralléle la cinétique de

dépolymérisation desi pour les pates étudiées dans ce chapitre.

Les images obtenues sur les variétés Orvantis g@td@a sont présentées dans la Fig.
4B.16.
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Fig. 4B.16Imge ' u cours upétrissagede (a) Orvantis 1.08/W 90 rpm et
(droite) Caphorn 1.18/W 90rpm. Voir Fig. 4B.3f,g pour les courbes de @s@ige. Taille des images:
2.0x1.0cm.

Les images obtenues sur Caphorn manquent de denfnas... €levé) et sont plus
sombres GL,. faible) car elles sont composées de petits agrégats tendhes régulierement

distribués dans la pate. De fins filaments de glapparaissent tres localement desta}
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pour la pate Caphorn (Fig. 4B.17). Cette fréquatiapparition est faible et, contrairement a
Orvantis, ne semble pas vraiment augmenter au c®uta phase de latence. Cependant, les
zones blanches, qui sont relatives aux poches damségrégées des agrégats de gluten,
tendent a s’étaler de facon progressive mais sigiife. Ceci prouve que les agrégats de
gluten commencent a interagir et a adopter un coiepent collectif, bien que restant en
apparence individualisés. Nous supposons que detgas s’établissent entre les agrégats du
fait de la présence de courts liens filamenteug.(BB-17). A 0.9%tpeax la maturité physico-
chimique - dépolymérisation d€s - semble atteinte et tous les agrégats produgecburts

filaments qui assurent leur jonction (Fig. 4B.3f).
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Fig. 4B.17.Images brutes obtenues a Qg3« pour la pate Caphorn 1.F9W 90rpm. Voir Fig. 4B.3f
pour la courbe de pétrissage. Taille des imagesicfe) 2.0 x 1.0 cm et (droite) 1.0 x 0.5 cm.

Le défaut de capacité d’agglomération des agrétgta pate Caphorn continue de ce
manifester au cours du sur-pétrissage. Ainsi,denéire moyen des filaments d'Orvantis a 1.5
treakreste bien supérieur a celui obtenu pour les Blatisides pates Caphorn et Isengrain (Fig.
4B.15). La situation est évidente sur la Fig. 4B.§j6i montre qu’'un réseau filamenteux est
encore tres hétérogene pour Orvantis, tandis gatilcompletement homogéene pour la péate

sur-pétrie Caphorn.

I1l. Conclusion

Cette étude montre que le pétrissage provoque uleversement de la structure et de
I'organisation des protéines au sein de la patedéaut du pétrissage, le mélange farine-eau
se compose d’'une suspension homogéne d’agregaésqoies de petite taille (50-1@0n) en
mélange avec les grains d’amidon (2-Bfh). L’hydratation et l'action de mélange du
pétrissage provoquent la croissance en taille deageégats, vraisemblablement selon un

mécanisme de collision-fusion ou collision-adsampti Toutefois, le caractére souvent bi-
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modale de la croissance en taille des agrégat®uans cdu pétrissage suggere que différents
mécanismes pourraient étre en jeu. Ainsi, le cstdrantre la phase gluten et la phase
amidon, qui atteint son optimum en fin de pério@delatence, suggere I'existence d'effets

hydrodynamiques favorisant la ségrégation entrgiass d’amidon et les agrégats de gluten.
De méme, le “blanchiment” de la pate observé audébut du pétrissage, permet d’envisager
I'existence de particules de gluten de taille sudnariique qui seraient alors soumises a des

forces d’attractions et de déplétion colloidales.

La filamentation des agrégats de gluten est magifds facon discréte tout au long du
petrissage. Elle devient collective au voisinagepg@ tout en étant déconnectée de la taille
des agrégats de gluten. Conformément & nos préesdbypothésesChapitre 4A), cette
filamentation reléverait de la modification physidoimique des polymeres de gluténine au
cours du pétrissage. Suivant la densité en nomdgsegrégats dans la pate, une filamentation
plus ou moins importante et généralisée serait gs@o® pour assurer la percolation des
filaments protéiques qui conduit au développementaseau de gluten. Hea la pate est
alors constituée de fins filaments de gluten (30gn®), dont le diamétre se rapproche de
celui des grains d’amidon.

500
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200 -
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Dean Of gluten agglomerates (- um)

o
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o

Fig. 4B.18.Evolution du diamétre moyen des agglomérats degl(D,ea) au cours du pétrissage des
pates #) Orvantis, (A) Caphorn et®) Isengraints correspond au temps de prélévemerit.gtau
temps de développement optimal de la pate. Voir4Bg3 pour les courbes de pétrissage.

Comme l'atteste la Fig. 4B.18 qui reprend les diffds résultats présentés et discutés
auparavant, cette étude montre que les conditigggsatoires (hydratation et vitesse de

pétrissage) n’'affectent que trés peu la cinétiqrierdissance des agrégats de gluten. C’est la
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farine qui est a l'origine des comportements lessptontrastés. La teneur en gluténines
insolubles dans le SDS de la farine pourrait déail étre un facteur indicatif de la capacité
d’agglomération du gluten. L'analyse de la vari&tphorn suggere ainsi que les agrégats de
gluten peuvent interagir, sans fusionner pour dutgrdice a des pontages établis par des
filaments. Cette étude confirme que le développénmegide des pates Orvantis est lié a la
trés forte capacité d’interaction de ses protéigasse traduit par la formation d’agrégats de
gluten de trés grande taille en sous-pétrissagaretine filamentation trés persistante en sur-
pétrissage. En paralléle &hapitre 4A, il semble que la teneur de la farine et de |& et
polyméres de gluténine insolubles dans le SDSlsdititere déterminant de la cinétique de
prise de pate. D'autres facteurs variétaux pountaigutefois étre déterminants pour la taille
des agrégats. Des études complémentaires devremhénées pour éclaircir ce point.
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[. Objectifs

Dans sa forme la plus simple, le pétrissage estopéeation unitaire qui consiste a
mélanger énergiguement de la farine de blé etedi]’Cette opération ancestrale provoque la
formation du réseau visco-€élastique de gluten audela pate (Bechtel et al., 1978; Parades-
Lopez et Bushuk, 1983b; Bloksma, 1990). La présemeece réseau est une condition
fondamentale a la panification de la pate cartilresponsable de la formation de la mie et
permet d’obtenir des pains aérés. Dans le cas patéaa pain, la formation de ce réseau est
tres rapide et s’obtient facilement. Toutefois, hagcanismes précis impliqués dans sa
formation ne sont toujours pas connus, ni de lansanauté scientifique, ni des boulangers et
pas du grand public. Pourtant la connaissance ldenmécanismes ouvrirait la voie a de
nombreuses applications industrielles. En premmy, lelle permettrait de maitriser et par
conséquent de standardiser le degré de formatiagiuden dans la pate selon les conditions
opératoires. La standardisation du produit finiifpaiscuit, ...) est de nos jours une attente
de plus en plus forte de la part des consommat@etse connaissance permettrait également
de maitriser la cinétique de formation du glutenpatr conséquent, de I'accélérer ou de la
ralentir selon les besoins. Des gains de temps €ténergie pourraient ainsi étre envisagés.
Les boulangers ne seraient pas les seuls béngdgiai’une telle connaissance; les
amidonniers qui travaillent le blé le seraient égent. Comprendre comment les protéines
du gluten s’agglomeérent faciliterait leur sépanatote I'amidon. Enfin, pour ne citer qu’'un
dernier exemple, cette connaissance pourrait égaliemermettre de trouver les moyens
techniques de développer le réseau de gluten damsahditions qui n’ont encore jamais été
testées ou au contraire de ne pas le développaramhgourquoi pas a la création de

nouveaux produits et de nouvelles textures a pietla farine de blé.

La méconnaissance actuelle des mécanismes de imnmdt gluten ne résulte
pourtant pas d’'un manque d’'intérét de la communscigntifique. Au contraire, depuis plus
d’'un siecle, le pétrissage de la pate a pain falljét de tres nombreuses recherches. On sait
notamment que le gluten ne peut se former quesspietéines de la farine de blé sont
suffisamment hydratées (Tipples et Kilborn, 1975)sketelles sont mélangées de fagon
energique (Tipples et Kilborn, 1975; Gaines et H88), évenements concomitants dans la
préparation de la pate a pain. Les conditions ddmgdion, la vitesse et la température de

pétrissage, la quantité d’énergie et la natureaddéformation apportée par le systéme de
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pétrissage sont autant de facteurs paramétriquesftuencent le développement du réseau
de gluten (Markley et Bailey, 1939; Hlynka, 1962jbiérn et Tipples, 1972; Frazier et al.,
1975; Baig et Hoseney, 1977; Wilson et al., 199&igRkambardoust et al., 2007), sans
toutefois que I'on connaisse précisément les l@astan. D’'un point de vue biochimique,
alors que le pétrissage provoque la structuratian rdseau de gluten a [I'échelle
macroscopique, celui-ci provoque a l'inverse laal@mpérisation des gluténines a I'échelle
moléculaire (Weegels et al., 1995; Skerritt et2099; Aussenac et al., 2001). Le lien qui unit
ces deux phénomenes a priori antagonistes, comemnguihentent Belton et Dobraszczyk
(2006), reste encore a établir. Tout comme celui gprimettrait de réunir les diverses
informations disséminées dans la multitude deslteésuobtenus sur la pate a pain, pour
ensuite identifier les mécanismes de formation titeg. Ce travail n'est pourtant pas
évident, comme l'atteste I'état actuel de nos cmwmaaces, car la pate a pain est un systeme
d’étude tres complexe qui change de structurertqgislement et qui est le siege de réactions
physico-chimiques nombreuses, simultanées et/oergapgées dans le temps, et trés rapides.
Un systéme farine-eau plus dilué, comme celui étydir Anderson et Lancaster (1957) et

Lancaster et Anderson (1958) dans les années ivb)emit plus approprié a une telle étude.

L’objectif principal de cette thése a donc été gimfondir nos connaissances sur les
mécanismes et les lois qui président a I'agglonarades protéines du gluten au cours de
'opération de pétrissage de suspensions diluédariae et d’eau. Cette étude doit permettre
d’identifier et de comprendre comment les protéidasgluten s’agglomérent entre elles.
Cette connaissance scientifigue doit ensuite paéreneie maitriser a la fois le degré et la
cinétique de développement du réseau de gluteriauddine pate diluée. Enfin, ce travalil
doit évaluer dans quelle mesure les concepts obtenu les pates diluées peuvent étre

généralisés et appliqués a la pate a pain.
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[l. Démarche et Outils

L’originalité du travail repose avant tout sur lgsteme d’étude, a savoir les
suspensions farine-eau diluées, ou pates diluéeant@ I'ont montré Lancaster et Anderson
(1958), une telle pate présente un temps de déwetoent optimal qui peut facilement
nécessiter 30-60 min de pétrissage. Dans ces ammglibn peut logiquement espérer que les
mécanismes impliqués dans l'agglomération du glgeient ralentis, permettant ainsi un
suivi plus précis des modifications sur une gammeednps plus large. De plus, dans le cas
des pates diluées, on peut également espérer idissans le temps les différents processus
menant a I'agglomération du gluten, dont notamntieffet de I'hydratation des constituants
de la farine et celui de I'apport d’énergie mécaeiqCeci a pour objectif de révéler ensuite
I'influence spécifique de chacun des facteurs dicgaé de pétrissage. Toutefois, depuis les
premiers travaux d’Anderson et Lancaster (1958s weu d’études se sont intéressées au
pétrissage de pates diluées (Robertson et al.,, Fafliertson et al., 2006).

La démarche générale de I'étude repose sur 'amagsaralléle de deux systemes: la
pate et le gluten extrait de cette derniére. Dassdeux systémes, I'analyse s’est focalisée
uniguement sur les protéines, par des méthodeslgi&ntout a fait classiques et couramment
utilisées sur la pate a pain.

e La pate a été étudiée car c'est le siege des modificatiphgsico-chimiques
permettant 'agglomération des protéines. Cellesrti majoritairement été étudiées
par SE-HPLC pour suivre I'évolution de la distrilout de taille des protéines au sein
de la pate, notamment celle des gluténines. L’aggtation du gluten a également été
suivie par la mesure du couple exercé par la pateedras du pétrin, permettant ainsi
d’identifier I'état de développement optimal dueés de gluten et de mesurer le
temps de pétrissage nécessaire a son obtentiain, Eajout d’'un colorant spécifique
des protéines, des le début du pétrissage, a @igé upour suivrein situ les
changements de forme et de taille des protéinpsogiiisant au cours du pétrissage et
pouvoir ainsi quantifier les modifications de @iirovoquées par le pétrissage.

* Le gluten a été étudié car c’est le matériel résultant dggfomération des protéines.
Pour I'extraire, nous avons choisi d’appliquer pnecédure standardisée de lavage et
de tamisage la plus douce possible pour modifier mimimum le degré
d’agglomération induit par la seule opération deripgage. Cette condition était
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absolument nécessaire pour I'étude, quelle que laopureté du gluten récupéré
ensuite. Le suivi du degré d’agglomération desémmes induit par le pétrissage a été
effectué en mesurant le rendement d’extractionépyoe sur trois tamis de maillage
différent (200-400-800um). La teneur en protéine du gluten a été mesuske p
Kjeldhal pour suivre sa pureté et, par conséquargiuer la facilité de séparation de
'amidon et du gluten au cours du pétrissage. lresemes du gluten ont également
été fractionnées par SE-HPLC pour déterminer Iéstriblution de taille et comparer

les résultats obtenus sur le gluten a ceux obtsouda pate d'origine. Enfin, des

mesures rhéologiques ont été appliquées au gluengvaluer ses propriétés visco-

élastiques et les relier a sa composition biochimiq

A l'aide de ces outils, nous avons choisi d’oriedt&tude des mécanismes d’agglomération

du gluten se produisant au cours du pétrissage s®lis axes principaux:

L’identification des phénoménes d’agglomération des protéinesaoskiipant dans
les pates diluées, systeme trés peu étudié ddiefature. Ceci a été réalisé par le
suivi de la coloration des protéines au cours dugsage.

Le contrle paramétrique du développement optimal du réseau de gluteneCett
étude, réalisée par le suivi du couple au courpattissage, avait pour but d’établir
les lois d’action des paramétres du procédé déespatre (hydratation et vitesse) sur le
temps de développement optimal du réseau de glEleEna été approfondie par la
calibration du pétrin pour avoir une meilleure caissance du systeme de pétrissage
utilisé et pouvoir ensuite transférer plus facileinkes résultats obtenus a d’autres
systemes de pétrissage.

Le suivi de I'agglomération des protéines au courdu pétrissage Cette étude a
nécessité I'utilisation de tous les outils préssemécédemment. Elle avait pour but
d’identifier les modifications biochimiques respahkes de I'agglomération des
protéines et de voir dans quelle mesure la conduiterocedeé de pétrissage influence

les modifications observées.

218



- Chapitre 5 — Discussion Générale

I1l. Résultats

[1l.1. Une agglomération des protéines du gluterdenx étapes

Comme nous l'avons présenté précédemment dansnesaré Chapitre 1), trés peu
de données existaient dans la littérature sur tiespage des pates diluées avant le début de
cette étude, offrant ainsi un domaine de recheeth@investigation tres vaste. A I'échelle
macroscopique, la structure d’'une suspension fa@ediluée évolue au cours du pétrissage.
Une courbe de pétrissage classique obtenue supateediluée fait apparaitre cinq phases
successives bien distinctes (Fig. 5.1), qui orgdarent été décrites dans @sapitres 2A et
4A: la phase de®F descente du couple, la phase de latence, la pfeseontée au pic,
l'optimum de développement de la pate et la phasesur-pétrissage. Les trois phases
précédant I'optimum de développement correspona@xiconditions de sous-pétrissage de la

pate.
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Fig. 5.1.Courbe de pétrissage classique obtenue pour dedaliidée de farine et d’eau.

Par I'ajout d'un colorant spécifique des protéidass la pateGhapitres 2A et 4B),
cette étude a montré que le développement macrigsoge la pate est directement relié a la
microstructure des protéines du gluten gu’elle ieont
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Au tout début du pétrissage, les protéines du glst présentent sous la forme de
petites particules (50-10@m), qui présentent une taille déja supérieure ke ads grains
d’amidon (2-30um). Ces observations portent sur des pates aygnsdBies au moins 4 min
de pétrissage. Vu la rapidité de I'agrégation desémes observée dans la premiere phase du
pétrissage, on est en droit d’estimer que leuletaiitiale dans la farine ne dépasserait pas le
micrométre. Les particules observées au début disgege grossissent considérablement
pour atteindre des tailles supérieures a plusieargaines de microns. On parle alors
d’agrégats de gluten car cette augmentation dke tad résulte pas seulement d'un simple
effet de gonflement des protéines par hydratatioais résulte surtout d’'une agglomération
entre des particules initialement submicroniquesjroe I'atteste la diminution du nombre de
particules se produisant au cours du pétriss@paitre 4B). Cette phase de formation des
agrégats de gluten s'initie dés les premiers itstde la phase deidescente du couple,

durant laquelle I'eau se répartit de fagon homogariee chacun des constituants de la farine.

Toutefois la taille des agrégats de gluten contiweoitre de fagcon continue tout au
long de la phase de latence et les agrégats conemieacse déformer et a se filamenter de
maniére discréte. En sous-pétrissage, la pate fegtére assimilée de facon inédite dans la
littérature a une suspension, constituée de tresreux grains d’amidon, spheres dures non
déformables, d’agrégats de gluten moins nombreur ¢gs grains d’amidon mais
déformables, et d'un fluide porteur visqueux cdnsti essentiellement de l'eau, des
arabinoxylanes et des protéines solubles du blé i@ I'atteste le faible bruit de fond des
valeurs de couple observées pendant la phaseaiedalFig. 5.1), la pate présente alors peu

de propriétés élastiques.

Apres une phase de latence plus ou moins longus, les agrégats de gluten se
transforment ensuite massivement en filaments ddemyl Cette transition brutale et
généralisée provoque la structuration macroscopiguia pate qui se traduit par la phase de
montée au pic. L'optimum de développement de la pat obtenu quand tous les agrégats de
gluten se sont transformés en filaments de glutarpate est alors constituée d’'un réseau de
filaments de gluten englobant la totalité de l'eales grains d’amidon et des autres
constituants de la farine, comme observeé sur la @jtain (Amend et Belitz, 1991). Ce n’est

gu’a partir de la formation des filaments de glugere la pate devient élastique (Fig. 5.1).
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Les filaments de gluten persistent durant la tigtadu sur-pétrissage mais deviennent
de plus en plus fins et se répartissent de facos pbmogene autour de chacun des grains
d’amidon. Le suivi de la coloratian situ des protéines du gluten a ainsi permis de mettre en
évidence que le développement du réseau de glutseia d’'une pate diluée repose sur deux
processus successifs, qui s’'opérent a I'échelleaswopique: la formation des agrégats de

gluten et leur filamentation.

[11.2. Une agglomération liée a la dépolymérisatides gluténines

Le pétrissage provoque une modification de la sirecdes protéines du gluten a
I'échelle moléculaire. Comme observé sur la pgpaia (Weegels et al., 1995; Skerritt et al.,
1999; Aussenac et al., 2001; Don et al., 2003)£teissage provoque la dépolymérisation des
larges polymeres de gluténine insolubles dans I& $Chapitres 3A et 4A). Le terme
“dépolymérisation” est toutefois utilisé ici de éaggénérique pour désigner la diminution en
taille des gluténines, sans préciser aucunementodgime biochimique (rupture de ponts
disulfures, hydratation des protéines, expositiea dones hydrophobes,...). La cinétique de
dépolymérisation varie selon les conditions de iggdge, mais, a l'optimum de
développement de la pate, quasiment tous les pobgtie gluténine insolubles dans le SDS
ont été dépolymérisés, et cela quelles que soésntdnditions de pétrissage. Or, cet état de
développement correspond au moment ou le glutanosge uniquement sous la forme de
filaments. De plus, les résultats obtenus pendasut-pétrissage de la pate ont montré que
cette quantité de polyméres reste stable et mieinead accord avec la présence des filaments
de gluten au sein de la pate.

Dans leChapitre 3B, nous avons montré que la teneur du gluten enmols de
gluténine insolubles dans le SDS influence fortemi@&asticité du gluten. Un gluten trés
riche en cette fraction de gluténine présente wmposante élastique élevée, tandis qu’un
gluten pauvre en cette fraction de gluténine ptéseme composante élastique faible, en
accord avec les résultats publiés dans la littéeegf0ornec et al., 1994; Popineau et al., 1994,
Lefebvre et al., 2000). Il nous semble ainsi periinde penser que, soumis a un niveau de
contrainte équivalent, un gluten tres élastiqueememagasiner cette contrainte, se déformer
momentanément, et la restituer par un retour élasta sa forme initiale dés lors que la
contrainte sera supprimée. L'écoulement du gluten serait alors possible gu’apres

suppression de sa composante élastique. Ce cosiogpie permet d’expliquer pourquoi le
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gluten ne se présente sous la forme de filamentegude la pate que lorsque sa teneur en
polymeres de gluténine est quasiment nulle. lleréstitefois qu'une meilleure connaissance
de la relation entre la distribution en taille deslyméres de gluténine et le temps de
relaxation du gluten est a établir avant de pouvaiider cette vision du mécanisme de

formation des filaments.

Cette méme vision des mécanismes est applicabléesuagrégats de gluten pour
expliquer 'augmentation de leur taille observéeadti la phase de latence dan<Cleapitre
4A-B. Au début de cette phase, les agrégats de gluehtees riches en polyméres de
gluténine insolubles dans le SDS et par conséduemiélastiques. La contrainte exercée par
la pale du pétrin et par les grains d’amidon en vement dans le bol est alors
majoritairement absorbée par la composante élastigu’agrégat et celui-ci se déforme tres
peu. Le choc entre deux agrégats de gluten n'ess glas efficace et, du fait d’'un rebond
élastique, ne conduit pas a leur agglomération. €foist le pétrissage provoque la
dépolymérisation progressive des larges polymeéres gtlténine, entrainant ainsi la
diminution de ['élasticité intrinseque des agrégaés gluten. Pour une méme intensité de
contrainte appliquée, les valeurs de couple étabtes pendant la phase de latence (Fig. 5.1),
les agrégats vont progressivement étre amenéssipatida contrainte en se déformant de
facon irréversible. Le choc entre deux agrégatglaten devient alors de plus en plus efficace
et ces derniers peuvent alors s’agglomérer plusnoins partiellement. Ce phénomene se
poursuit jusqu’a ce qu'un nombre suffisant d'agtégaoient concernés par -cette
transformation physico-chimique et se structurentssa forme de filaments. La percolation
générale des agrégats de gluten débute alors wbque une augmentation considérable du
couple. Cela augmente lintensité des contrainfegliguées sur les agrégats de gluten
restants, ce qui entraine la filamentation massivaccéléré de la totalité des agrégats, par

effet boule de neige.

Il n'est toutefois pas clair, avec les outils des@rd’image utilisés, si 'augmentation
de taille des agrégats de gluten résulte vraimamiedadsorption des particules ou d’'une
absorption-fusion. Il semble tout de méme, parateservations faites sous loupe binoculaire
(grossissement x5-x10), que les agrégats de glséeaient constitués d’une infinité de
particules protéigues submicroniques assembléagrégats microscopigues, eux-mémes a la
base des agrégats de gluten que nous observongadadite. Ceci nous laisse penser que les

agrégats de gluten présenteraient une organistctale (Mandelbrot, 1973). De plus, le
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Chapitre 4A a montré que la proportion de gluténine, gliadaleymine et globuline dans les
glutens reste constante tout au long du pétriss@gepeut ainsi définir une théorie qui
présente le gluten comme un matériau constitud’gssemblage progressif de “briques de
base” de composition protéique stable et identiqu@nprenant une proportion fixe de
gluténine et de gliadine. La formation des filansede gluten pourrait provenir d’'une re-
organisation interne de ces briques et de leunatigent progressif pour s’adapter aux fortes
contraintes externes. A I'optimum de développemglatsieurs couches de briques pourraient
encore étre superposées, formant ainsi des filamépais. Le sur-pétrissage de la pate
continuerait d'aligner ces briques jusqu'a l'obiemtde filaments de gluten trés fins
constitués d’'une couche unique de briques toujearmteractions. Ces briques finiraient par
se disperser en sur-pétrissage sous l'effet desoren générées par I'inertie du réseau. Ces
brigues ultimes ne seraient plus constituées quepalgmeéeres de gluténines alignés,
expliquant ainsi 'augmentation du ratio gluténgigldine observé dans les situations de sur-
pétrissage CGhapitre 4A). Des recherches poussées sont évidemment a ppgairvalider

ou infirmer cette hypothése.

L’étude de la création de structures anisotropicamss cisaillement, a partir d’objets
Browniens ou non, est aujourd’hui un des champsvditigation en plein développement de
la Physiqgue de la matiére molle condensée. L'atitm de techniques rhéo-optiques,
couplant I'application de contraintes de cisailletneous un rhéométre a I'observation du
matériel cisaillé, a permis de révéler I'organisatia des échelles centimétriques d'objets
nanométriques ou micrométriques initialement disger(Pignon et al., 1997; Lin-Gibson et
al., 2004; Montesi et al., 2004; Vermant et Saloy®05). Dans ces phénomeénes, le réle
organisateur des écoulements hydrodynamiques espompdérant, par-dela les forces

d’attraction entre les objets (Osuji et Weitz, 2007

L’hypothése selon laquelle la dépolymérisation degénines augmente la capacité
agglomérante du gluten est en accord avec dautéssltats obtenus dans ['étude.
Notamment, nous avons observé dansCleapitre 4B que la variété Orvantis forme
rapidement de trés gros agrégats de gluten. Og gbhapitre 4A, nous avons remarqué
gue la cinétique de dépolymérisation des largegnméries de gluténine est trés rapide pour
cette variété. Dés le début du pétrissage, la tedeula pate Orvantis en polyméres de
gluténine insolubles dans le SDS décroit brutaleni&autre part, nous avons montré que la

teneur en protéines des différents glutens dimipuggressivement au cours du sous-
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pétrissage. Ce résultat montre que les grains d@amise trouvent progressivement
emprisonnés dans les agrégats de gluten, en aaeemdune augmentation de leur capacité

agglomérante.

Isengrain 1.34F/W 90rpm 25T
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Fig. 5.2.Schéma de I'agglomération des protéines du glatecours du pétrissage, en fonction de la
dépolymérisation des polymeéres de gluténine indetudans le SDI).

Le mécanisme schématisé dans la Fig. 5.2 illustmneent le pétrissage, qui
provoque la dépolymérisation des larges polymérgyldténine a I'échelle moléculaire,
favorise dans le méme temps I'agglomération destépres du gluten a [I'échelle
microscopique. Les mécanismes permettant le chagigede structure entre I'agrégat et le
filament de gluten restent toutefois a étre idégifle fagcon plus précise. Cependant, tous les
résultats obtenus montrent que le gluten ne seuwr sous sa forme filamenteuse que
lorsque la quasi-totalité des polymeres de glugninsolubles dans le SDS a été

dépolymérisée.

[11.3. Les mécanismes de dépolymérisation possd#egyluténines

Cette étude a révélé le role important joué pampldgmeres de gluténine insolubles
dans le SDS. Dans la littérature concernant la @gtain, il est bien connu que ces fractions
sont dépolymérisées par les fortes contraintescégsrpar le pétrin (Weegels et al., 1995;
Skerritt et al., 1999; Aussenac et al., 2001; Dorale 2003). Cette dépolymérisation est

d’ailleurs un phénomene forcé car, des que le gs&tge est interrompu et que la pate est
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laissée au repos, les gluténines se repolymérsmsitot (Weegels et al., 1997; Skerritt et al.,
1999; Aussenac et al., 2001).

La situation est plus complexe dans le cas des plilteees car I'étude présentée dans
les Chapitres 3A et 4A a montré que deux autres voies de dépolymérisaisngluténines,
directes et/ou indirectes, sont possibles dansdedes pates diluées. Le schéma réactionnel
général proposé est présenté dans la Fig. 5.3.cBé&ma réactionnel est inédit dans la
littérature et les résultats obtenus dansCGasapitres 3A et 4A ont permis de vérifier sa

validité sur la totalité du pétrissage.

[4]

Fig. 5.3. Schéma réactionnel général présentant les quaies possibles de dépolymérisation des
polymeres de gluténine insolubles dans le SBp €n polymeéres de gluténine solubles dans le SDS
repolymérisablesHs re) €t non repolymérisable& s non red-

Dans ce schéma réactionnel, on retrouve la réaftjoqui assure la dépolymérisation
directe des gluténines par I'action mécanique duirpéPlus la contrainte appliquée sur la
pate — relative au couple - est élevée, plus I'doge de la réactiofil] est forte, et plus la
dépolymérisation totale des gluténines, conditiénessaire au développement optimal de la
pate, est rapide. Grace a la vision de la pate emne suspension de sphéres molles
déformables (agrégats de gluten) entourées de esphdures non déformables (grains
d’amidon) Chapitre 2A), on comprend facilement que les agrégats derghmat subir un
laminage de la part des grains d’amidon et unl@saent de la part de la pale d’autant plus
important que le couple de pétrissage sera élev@édctior{l] était déja bien connue sur la
pate a pain avant I'étude des pates diluées (Daal.,eR005b). Il en est de méme pour la
réaction antagonist§?], qui a déja fait I'objet de plusieurs études (Deinal., 2005b;
Peressini et al., 2007), mais qui était jusqu’a@né uniquement présentée comme agissant au

cours du repos de la pate, et pas directementwas da pétrissage.
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Dans leChapitre 4A, nous avons montré que cette réaction ref@urjoue un role
prépondérant dans le développement d’une pateediDéns cette étude, nous avons montré
gue l'ajout d’'un bloqueur de thiols (NEMI) empécherépolymérisation des gluténines mais
surtout qu'il accéelére énormément le développerdantéseau percolant de gluten, et diminue
le temps de développement de 100 min a 20 min lfeyrérience avec NEMI, sans toutefois
modifier les valeurs de couple avant la phase detéecau pici.e. sans modifier la contrainte
exercée par le pétrin dans les deux expériencesré3eltats montrent que le mécanisme de
repolymérisation des gluténines ralentit la filata¢ion du gluten car il contre-carre la
cinétique de dépolymérisation des gluténines. Dau@hapitre 2B concernant la calibration
du pétrin P600 utilisé dans cette étude, nous anamgré que le cisaillement provoqué par la
pale est trés transitoire. En effet, la nature duvement planétaire fait en sorte qu’'une zone
du bol n’est pas cisaillée de facon continue, ralen une certaine fréquence qui dépend de
la vitesse de pétrissage. De plus, la vitessetdéiagn de la pale n’est pas uniforme au sein du
bol: elle est plus élevée au centre du bol qu'@a&dphérie. Cette géométrie particuliere du
pétrin utilisé autorise donc des phases de cigaditet, durant lesquelles les gluténines vont
étre dépolymérisées, et des phases de repos, diesmielles les gluténines vont se
repolymériser. Cette géométrie renforce I'emprigdadréactiorf2] sur la dynamique de prise

de pate.

Dans le cas des pates diluées, la dépolymérisatsn gluténines peut également
s’effectuer par une voie indirecte, la réacti¢8]. Cette réaction s’oppose a la
repolymérisation des gluténines solubilisées paékeissage en polymeéres insolubles dans le
SDS. Dans le€hapitres 3A et 4A, nous avons montré que cette réaction est saxmtedle
de la déformation cumulée. En ce sens, cette réactast révelée que pour les pates diluées,
qui nécessitent des temps de pétrissage trés |aligsest d’ailleurs primordiale pour le
développement des péates trés diluées. De telless p&tant quasiment liquides, I'action
mécanique du pétrin est alors faible. L'impact deréaction[1], qui reste modéré, est
facilement contre-balancé par la réactjigh. Sans I'existence de la réaction indire@g, la
dépolymérisation totale des gluténines serait adlogsossible et la pate ne se développerait
jamais. Le fait que cette réactid], qui provoque le blocage des thiols engagés dess d
ponts disulfures intermoléculaireSHapitre 3A), soit sous le contréle du temps de mélange
laisse supposer qu’'un mécanisme d’oxydation dedstpiar I'oxygéne serait en jeu dans cette
réaction. Cette hypothese demande toutefois avétiée par la suite, par un ajout continu

d’oxygene au cours du pétrissage d’'une pate diluée.
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Enfin, une troisieme voie de dépolymérisation degéglines existe, par la réaction
[4] . Cette voie, inédite dans la littérature, restedfwis trés particuliere car elle ne s’exprime
pas pour toutes les variétés de blé. Dans notae d@hapitres 3A et 4A), limitée a trois
variétés de blé, nous avons montré qu’elle n’exjsie pour la variété Orvantis et pas pour les
variétés Caphorn et Isengrain. Cette réaction segtbe sous le contréle d’un facteur variétal,
et pourrait étre liée a la présence d'un constitspacifique de la farine. Toutefois, une étude
plus approfondie reste a faire pour déterminerclmsses et les lois qui président a cette
réaction. Aujourd’hui, il n’est pas non plus tresirc si cette réaction permet une

dépolymérisation directe ou indirecte des gluténiffeg. 5.3).

La dépolymérisation totale des gluténines, conditigéicessaire au développement
optimal de la pate, est donc le résultat de plusietactions physiques et chimiques, liées de

facon directe ou indirecte a I'opération de péagss

[1l.4. Le contrdle du développement optimal du aésde gluten

Un des objectifs de I'étude consistait a prédireelaps de développement optimal du
réseau de gluten au sein de la pate. Avant d'iniidte étude, seul un contrble paramétrique
était envisagé. Aujourd’hui, [lidentification des égamnismes impliqués dans la
dépolymérisation des gluténines (Fig. 5.3) nousngeérd’envisager également un contrble
biochimique du développement optimal du réseaulatery en supprimant la réacti¢] ou
en favorisant les réactiof8] et[4]. Au cours duChapitre 4A, nous avons montré que la
suppression de la réacti¢d] est opérationnelle dés maintenant en ajoutantlagubur de
thiols, tel que le NEMI. Son utilisation n’est tofdis pas recommandée pour des applications
alimentaires et un substitut, autorisé comme ddditmentaire, devra étre trouvé pour le
remplacer. L’étude de la réactivité de tels substisur le développement de la péate serait
d’ailleurs un axe de recherche tres interessan$ tkaut d’identifier plus précisément les
mécanismes impliqués dans le controle de la réaf2ijo. Favoriser les réactiorf8] et[4]
n'est par contre pas opérationnel des aujourd’Aupart augmenter considérablement le
temps de mélange, ce qui n'a pas d’intérét en issierait intéressant de vérifier si la réaction
[3] - et peut-étre aussi la réactipfj - est bien sous le contréle de mécanismes d’oigmat
des thiols.
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Le contréle paramétrique du développement optimalédeau de gluten est toutefois
possible, comme I'a montré I'étude présentée darShlapitre 2A. Derriére les effets de
I'hydratation et de la vitesse de pétrissage, raMms montré que le parameétre déterminant
du développement de la pate est la puissance tastn délivrée par le pétrin pendant la
phase de latence. Cette puissance s’exprime gaodrit du couple obtenu pendant la phase
de latencef,) avec la vitesse de pétrissadB. (La relation de dépendance est reprise dans la

Fig. 5.4 pour les trois variétés étudiées.
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Fig. 5.4.Prédiction du temps de développement optimal deite {...) en fonction de la puissance
instantanée délivrée par le pétrin pendant la ptadatencel(,.N) pour les variétés de blé Orvantis,
Caphorn et Isengrain. Données obtenues a 25°Cdaesuvitesses de pétrissage dp&0 rpm, ¢©) 90
rpm et @) 100 rpm et pour des ratios farine/e&\Y) données dans la Fig. 2A.1d-f @hapitre 2A:
(symboles noirs) ratid-/W élevé; (symboles gris) ratie/W intermédiaire; (symboles blancs) ratio
F/Wfaible. Les fleches présentent des expériencgadémentaires présentées dan€hapitre 2A.

Une fois établie, cette relation est pratique gmédire le temps de développement de
la pate pour une nouvelle vitesse de pétrissagdefias, cette relation nécessite de connaitre
la valeur du couple obtenu pendant la phase dedatet, de plus, I'équation générale
constitutive n’est pas univoque mais varie d'ungété de farine a l'autre (Fig. 5.4). Ainsi,
pour une méme valeur dg,.N, Orvantis se développe plus rapidement que Capkhairn
encore plus rapidement qu’lsengrain. Pour expl@temieux la relation établie dans la Fig.
5.4, il faudrait donc par la suite identifier lemnetituants de la farine responsables a la fois de

la différence variétale et de la consistance geta pendant la phase de latence.
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Grace a la calibration du pétrin P600 utili€hépitre 2B), nous avons montré que la
puissance instantanée délivrée par le pétrin perldgohase de latence peut s’exprimer en
fonction de la viscosité de base de la pate, exg@ien Pa.s, et de la vitesse de cisaillement

moyenne, exprimée eft sselon I'équation suivante:

TN = Kp.ds® 1 27KS). (7. y 2) (1)

ou K, et Ks sont les constantes de calibration du pétridee¢st une dimension propre a la

géomeétrie du pétrin (volthapitre 2B).

Cette équation ouvre de nouvelles perspectives amprocher des études menées sur
des rhéomeétres avec les études menées sur le P60y et vice-versa. Comprendre ce qui
détermine la viscosité d’une suspension farineddude est un point clef dans la prédiction
du développement optimal de la pate (Fig. 5.4),smaie telle étude aurait davantage de
chance d’aboutir si elle était réalisée sur desntadres, de type Couette ou cbne-plan selon
I'hydratation de la pate, plutét que sur le pé®i@00, pour des questions de précision des
mesures et de quantité de farine nécessaire. Doimt gde vue scientifique, déterminer la
viscosité d’'une suspension complexe constituéesgbéres” molles hétérogenes en taille, de
spheres rigides de distribution bimodale en taiké¢, d’'un fluide porteur visqueux et
rhéofluidifiant est un challenge tout a fait inEsant dont les retombées industrielles seraient
considérables pour expliquer la viscosité d’autilesdes complexes, comme les boues
d’épuration ou les bétons. Au vu des connaissaaceglles sur les capacités d’absorption
d’eau des constituants de la farinéhépitre 1), les arabinoxylanes peuvent déja rendre
compte de la viscosité du fluide porteur.

Un contrbéle biochimique et paramétrique du dévetopent optimal du réseau de
gluten est par conséquent envisageable sur lenpB800 utilisé dans cette étude. Il est
toutefois plus que possible que les mécanismesselols de comportement présentés dans
'étude soient dépendants de la géométrie du systenpétrissage, d’ou l'intérét de bien
connaitre la géométrie du pétrin et son mode ditigit. Cela passe par des études modeles,
du type calibration ou modélisation des écoulemdrascalibration du pétrin P600 proposée
dans leChapitre 2B a montré que ce pétrin assure une sollicitatiansitoire de la péate et

gue la vitesse de la pale, donc celle du gradiertishillement, évolue de facon sinusoidale
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au sein du bol. L'amplitude des sinusoides augméiaileurs avec la vitesse de pétrissage.
Par son mouvement planétaire, ce pétrin permeeggaldt de modifier sans cesse la direction
des écoulements, ce qui améliore 'lhomogénéisaliohrassage et les possibilités de contact
entre les constituants de la pate. Ce mouvemenégame, couramment utilisé pour monter
les blancs d’ceufs en neige, semble donc approptiéipcorporer de I'air dans la pate, ce qui
pourrait favoriser les phénomeénes d’oxydation. Enfm mouvement planétaire semble étre
bien adapté pour répartir les filaments de gluteriagon trés homogene au sein de la pate, a

la maniere d’'un métier a tisser.
[11.5. Application des concepts obtenus a la papaa

La difference majeure entre la pate a pain et ta géuée réside dans la consistance
de la pate et, par conséquent, dans la proximig pdaticules de gluten et des grains
d’amidon. L'autre différence majeure concerne larbe de pétrissage qui, dans le cas de la
pate a pain, ne présente ni la phaseéffeiéscente du couple, ni la phase de latence (BY. 5
Ainsi, les particules de protéines de la farine @peine le temps de s’hydrater qu’elles sont
déja cisaillées et déformées par l'action mécanique pétrissage, qui provoque leur
filamentation aprés un temps de pétrissage tred.doaci expliqgue que le couple augmente
aussitot dans le cas de la pate a pain (Fig. 5.5).

Couple g consslance [TIFY

Tesipas ol ehmvativagpaeteoniest]
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Fig. 5.5: Courbe de développement d'une péate farine-eau obtan’aide du farinograph Brabender
(d’aprés Launay et Bartolucci, 1997).
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Cette action mécanique est fortement liée a laistamce de la pate. La proximité des
agrégats protéiques déformables et des grains ddamifait de la pate a pain une pate
granulaire, selon la définition qu’en a donné Coug2005). Les contraintes appliquées sur
les agrégats protéiques sont trés élevées et proanie a la fois du cisaillement de la pale
mais également du laminage incessant des nombreirsgd’amidon. Ce laminage est
individuel quand la fraction volumique des grairiantidon dans la pate est inférieure a la
limite d’empilement maximal des grains. Toutefois,laminage peut devenir collectif dans le
cas des pates a pain tres concentrées, dans lesqleelfraction volumique en grains
d’amidon avoisine alors la limite d’empilement magi. Sous cisaillement, un tel systéme
peut présenter des phénoménes de dilatance, omfjagrtransition” (Kieffer et Stein, 1999;
Kieffer, 2006a,b; Abdoulaye Fall et al., 2008).

La dépolymérisation des gluténines est alors foetégemble ainsi étre uniquement
contrblée par la réactiqi] du mécanisme proposé dan<leapitre 3A, les réaction§3] et
[4] n'ayant pas le temps d’intervenir. Comme I'ont tmérDon et al. (2005) et Peressini et al.
(2007), la réactiof2] existe dans le cas de la pate a pain mais I'inapo# de la réactidd]
en masque les effets. Dans le cas de la pate alpaiéveloppement de la pate serait donc
forcé par le pétrissage qui filamenterait directetries agrégats de gluten initialement trés
proches les uns des autres (percolation de si@s e cas des pates diluées, nous avons
montré que la filamentation des agrégats étaitrtage le résultat d’'un mécanisme chimique
(reaction[3]) et que le développement de la pate n’intervied lgusque tous les agrégats

sont suffisamment filamenteux pour entrer en cdr{farcolation de lien).

A l'optimum de développement de la pate a paigluéen se trouve également sous la
forme de filaments (Amend et Belitz, 1991), comnamgile cas de la pate diluée, mais ces
filaments doivent étre plus larges et répartisad®ifi plus hétérogene dans la pate a pain selon
les résultats obtenus dansGbapitre 4B. Le sur-pétrissage d’'une péate a pain permet ainsi
une meilleure répartition des filaments de glutarsain de la pate. D’autre part, comme le
sur-pétrissage allonge les temps de mélange, ¢daa§3] interviendrait alors et expliquerait
la faible repolymérisation des gluténines obsempaeDon et al. (2005) uniquement dans le

cas de pates a pain sur-pétries laissées au repos.
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L’objectif principal de cette étude visait a améhio nos connaissances sur les
mécanismes d’agglomération du gluten se produsamburs du pétrissage d’'une pate diluée
de farine et d’eau.

Nous avons montré que le développement d'une tefiee est le résultat de
mécanismes se produisant a différents niveaux dlchA I'échelle macroscopique, la pate
évolue d'une suspension particulaire diluée tras ddastique en sous-pétrissage a un réseau
percolant trés élastique a l'optimum de pétrissage. sur-pétrissage, ce réseau perd
progressivement de son élasticité au profit d’'uhes grande plasticité. Nous avons mis en
évidence que ces modifications de structure repasenune évolution de la phase gluten se
produisant au cours du pétrissage a I'échelle rmompique. Deux organisations du gluten ont
étée observées: pendant le sous-pétrissage, lenghgteprésente sous la forme d’agrégats
protéigues, qui grossissent progressivement etrasesforment alors en filaments visco-
élastiques, qui s’amincissent ensuite au coursudypétrissage. C’est d'ailleurs la transition
massive de tous les agrégats de gluten en filanwpntest responsable de I'augmentation
soudaine de la consistance et de I'élasticité g&ila. Nous avons montré que cette évolution
de structure est directement reliée a une modidicdiiochimique des protéines se produisant
a I'échelle moléculaire: la dépolymérisation degéa polyméres de gluténine insolubles dans
le SDS. L'étude suggere fortement que cette dépaiwation progressive, qui diminue
I'élasticité du gluten et augmente sa déformabilaégmenterait d'une part la capacité

agglomérante des agrégats de gluten et favorideumaifilamentation.

Cette étude n’a toutefois pas permis d'étudier ipédgent la structure interne des
agrégats et des filaments de gluten. Aujourd’hoysisupposons que les agrégats sont des
objets fractals constitués de [linteraction d’uneultitude de particules protéiques
submétriques. Pour le vérifier, il faudrait utilisges techniques d’imagerie plus précises que
celles utilisées dans cette étude. Pour cela, soggérons la stéréo-microscopie qui permet
d’étudier des objets assez larges (50-860 sur une fenétre d’observation similaire a celle
couverte dans I'étude (1-2 cm?). Pour analyser fihesment la structure d’'un seul agrégat,
nous suggérons la cryofracture ou la microscoprdomale qui présente le double intérét de
pouvoir analyser I'échantillon de pate tel quelhsavoir a le sécher avant analyse, et de
pouvoir reconstituer I'image tridimensionnelle dagrégat de gluten. Ces techniques sont
toutefois trés précises et ne permettent pas deydraline surface d'observation trés large.

Pour cette raison, elles seraient complémentailesi&@réo-microscopie. Au cours d’une telle
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étude, il serait également fort intéressant de omaargpécifiquement les protéines bien sdr,
mais aussi I'amidon et surtout les arabinoxylarms gonnaitre leur distribution de phase au
sein d'une pate diluée.

A cette analyse précise de la structure des agrugairrait s’ajouter en paralléle un
suivi rapide de leur distribution de taille au seéli@ la pate. Dans cette étude, nous avons
montré les limites techniques de la déterminatiertaille des agrégats par analyse d'images.
Pour la suite, nous suggérons d'opter pour desigebs par rétrodiffusion de la lumiére,
type Turbiscan, ou d'utiliser des granulometresrlaSependant, ces techniques nécessitent
généralement une dilution importante des échansildont I'effet devra étre évalué. Il faudra
également voir si la présence des nhombreux graamsidion ne perturbe pas trop la mesure et
s’assurer que les agrégats de gluten ne colmassnbyp n'obstruent pas la cellule de mesure

et le circuit d’alimentation.

Au cours de cette étude, nous avons égalementHgitothése que les agrégats de
gluten se déformeraient a la fois sous la congatht cisaillement et par le laminage des
grains d’amidon. Des expériences de rhéo-optiquaiesd intéressantes pour étudier
visuellement le comportement des agrégats proteigoes des conditions de cisaillement
contrlées. Cette étude devrait étre accompagnéla aeodélisation des écoulements se
produisant dans le pétrin P600. Cette double étpdamettrait d’approfondir notre
connaissance sur les types de déformation et deitsdlon mécaniques propices a la

filamentation du gluten.

Ce travail nous a également permis de proposerchénsa réactionnel original et
inédit qui présente les voies de dépolymérisatiossiples des gluténines au cours du
pétrissage. Ce schéma fait apparaitre quatre oéactiistinctes. La premiere assure la
dépolymérisation directe des gluténines par lI'actioécanique du pétrissage. La seconde
permet au contraire la repolymérisation des glusyi par formation ou réorganisation de
liaisons disulfures. La troisieme est une voie rectie qui empéche la repolymérisation des
gluténines. Nous avons montré que cette réactibriagsrisée par des temps de meélange
élevés, laissant supposer qu’elle soit finalememtrélée par des mécanismes d’oxydation
des thiols. Ce point reste toutefois a étre apmdifpar la suite. Pour cela, nous proposons de
pétrir une pate diluée sous bullage d’oxygene. Nanaposons également de reprendre les
expériences d’ajout d’agents oxydants déja mengdsa pate a pain et de les mener a présent

sur les pates diluées. Enfin, la quatrieme voieel que I'on connait aujourd’hui le moins.
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Cette voie permet la dépolymérisation directe alirgtte des gluténines mais nous avons
surtout montré quelle est spécifique a certainei€tés de blé, comme Orvantis. Par la suite,
il faudrait savoir si d’autres variétés de blé prdent cette réaction si spécifique et identifier

ensuite les mécanismes ou les constituants debtelie cette réaction.

Enfin, nous avons montré que la connaissance disdasité de la pate diluée durant
la phase de latence permet de prédire le tempg\ddappement optimal de la pate pour une
vitesse de pétrissage donnée. Cependant, nousns’@as cherché a prédire la valeur de cette
viscosité a partir de la composition biochimique laefarine dans I'étude présentée ici. Il
semble toutefois indispensable de mener une teleéPour cela, nous proposons d’élargir
considérablement la gamme de farines utilisées eteher cette étude dans un premier temps
sur des rhéometres classiques, du type Couettérmipian, qui présentent le double intérét
d’analyser de faibles quantités d’échantillon et denner des valeurs de viscosité tres
précises. L'utilisation d’'une grande diversité deirfes permettrait également d’identifier les

constituants responsables de la vitesse de détopp d’'une variéte.

Cette étude montre donc que la pate diluée esysiarse particulierement bien adapté
a I'étude des mécanismes d’agglomération du glskeproduisant au cours du pétrissage. Les
résultats obtenus ont permis d’élargir nos conaaisss sur un tel systeme, qui était trés peu
étudié dans la littérature avant cette étude. s, plous avons montré que les mécanismes
proposeés sur les pates diluées peuvent s’appliégalement a la pate a pain, si I'on tient
compte de la différence de consistance des deuersgs. Cette étude ouvre la voie a
d’intéressantes applications industrielles futucescernant la maitrise du degré et de la

cinétique d’agglomération des protéines du gluten.
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Etude des mécanismes d’agglomération du gluten avurs du pétrissage de
suspensions farine-eau

Le pétrissage de la farine de blé en présence @&siaune opération unitaire fondamentale pour degamgers et
les amidonniers car elle assure la formation daagsisco-élastigue de gluten au sein de la padoimation
d’'un tel réseau, trés rapide dans le cas de la@dp@tan, repose sur des mécanismes physiquesneifols qui
n'ont pas encore été clairement identifiés. Afiétddier ces mécanismes, notre approche s’est $éeafiur le
pétrissage de péates diluées. La dilution, qui dimita probabilité d’interactions et la contrainte asaillement,
affecte la cinétigue de développement du réseawldten. Contrairement a la pate a pain, la courbe d
développement d'une péte diluée présente une plmdatence précédant la montée au pic caractérstiy
développement optimal de la patg.4). L'étude a été réalisee dans un pétrin planétséien différentes
conditions de pétrissage (hydratation et vitesselr grois variétés de blé différentes. La viscosiela pate
pendant cette phase de latence est un parametegtampdans le controle dg..c Elle a pu étre déterminée a
partir de la mesure de la consistance de la péi® ldgoétrin en s’appuyant sur I'approche prop@eéeMetzner-
Otto. L'ajout d’un colorant spécifique des proté&rdans la pate a permis de suivrsitu leur agglomération, qui
repose sur deux processus successifs. Le prerdigit ia formation d’agrégats protéiques de tailleissante au
cours de la phase de latence, tandis que le sandni leur transformation en de fins filaments gleten. A
I'échelle moléculaire, cette agglomération s’accagie de la dépolymérisation des gluténines. Celieduite
par la contrainte de cisaillement, est contre-tiarpar une réaction antagoniste, inhibée par entdgoqueur
des thiols. Deux autres réactions contribuant & apolymérisation ont par ailleurs été ident#fiéeune est
spécifigue a la variété tandis que l'autre, de gmryénérale, impliquerait une oxydation des glagsipar
I'oxygene de l'air. Par la caractérisation rhéotpgi des glutens extraits de différentes pates, aomss mis en
évidence la relation qui unit le taux de dépolyseition des gluténines et I'élasticité du glutenchafrontation
de I'ensemble de nos résultats avec les donnéleslittérature concernant la pate a pain nous pedagroposer
un mécanisme général rendant compte de la pexmoldti réseau de gluten dans n’'importe quelle @hteela
guelle que soit sa teneur en eau. Cette étude déamque I'utilisation de pates diluées offre de valles
possibilités de compréhension des mécanismes agafion du gluten.

Mots-clés :agglomération, agrégat protéique, cisaillemerfgrdgation, gluten de blé, gluténines, Metzner-Otto,
percolation, pétrissage, réseau protéique, susperisheur en eau, viscosité.

On the mechanisms of gluten network development durg flour-water batter mixing

Mixing wheat flour with water is a fundamental uafieration for the breadmaking and starch industrecause
it ensures the formation of the viscoelastic glutetwork. The formation of such a network, venyt faghe case
of bread dough, relies on physical and chemicalhmeisms which were not clearly identified yet. mler to
unravel these mechanisms, our approach focusedch@nmixing of batters. Dilution, which decreases the
probability of interactions and the applied sheess, affects the kinetic of gluten network depetent. In
contrast to bread dough, the batter mixing curvensha lag phase preceding the rise to peak retatede
optimal batter developmert{). The work was carried out with a planetary mixer,various mixing conditions
(hydration and mixing speed) and for three whediveus. The batter viscosity during the lag phases revealed
to be a control parameter Rf,. It was deduced from the measured batter consigtey following the Metzner-
Otto approach. By using a specific protein stain, showed that gluten agglomeration relies on twzassive
events. The first induces the formation of largeteyh lumps during the lag phase, while the secodddes their
transformation into fine gluten strands. At the ewmnllar scale, gluten agglomeration coincided witltegin
depolymerization. The glutenin breakdown is indubgdhe shear stress and counterbalanced by agoswigéc
reaction, inhibited by a thiol blocker reagent. Tatber reactions acting on depolymerization wese aentified.
One is specific of the wheat cultivar, while théet would imply the oxidation of glutenin by oxygepecies.
From the rheological characterization of the glatextracted from several batters, we highlighteglation
linking the extent of glutenin depolymerization gtuten elasticity. The confrontation of our resuligh the
published data on bread doughs allows us to propaageneral mechanism accounting for the percolatfahe
gluten network in mixed doughs, whatever their watntent. This study shows that using battersreffew
possibilities to understand the mechanisms of glagtwork development.

Keywords: agglomeration, glutenins, Metzner-Otto, mixingrgudation, protein agglomerate, protein network,
shear, strain, suspension, viscosity, water contdmgat gluten.
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